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RESUMO

Faria Junior JAD. Papel da varia¢do do numero de copias genomicas na etiologia de
pacientes sindromicos com diferencas/disturbios do desenvolvimento sexual [tese]. Sao

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2021.

As diferencas/distarbios do desenvolvimento sexual (DDS) afetam 1:1000-4500 nascidos
vivos, ocorrendo quando o desenvolvimento do sexo cromossdmico, gonadal ou genital sao
atipicos. Didaticamente as DDS sdo classificadas em grupos de acordo com o cariétipo do
paciente (DDS associada a anormalidades cromossomicas, DDS 46,XY, DDS 46,XX), com o
tipo de defeito identificado (alteracdes do desenvolvimento gonadal, defeitos enzimaticos,
defeitos no receptor hormonal) e alteracdes genéticas quando identificadas. O diagnostico
precoce de uma crianga portadora de DDS ¢ fundamental para a obtengcdo de um bom
resultado terapéutico e uma boa qualidade de vida. A pesquisa de mutagdes em genes-alvo
pelo tradicional método de Sanger esclarece apenas cerca de 50 % da etiologia das DDS. As
novas estratégias de sequenciamento como as técnicas de array (SNP array e array CGH)
possibilita a avaliagdo de todo o genoma em busca de variagdes do nimero de copias génicas,
o que auxilia ndo so a identificagdo de variantes patogénicas em genes ja conhecidos, como
também a identificacdo de novos loci cromossdmicos envolvidos na etiologia dos DDS,
principalmente em pacientes com multiplas anormalidades sindromicas. O objetivo deste
estudo foi estabelecer o diagnoéstico molecular em pacientes com DDS sindromicos
acompanhados no ambulatério da Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento do
HC/FMUSP utilizando as metodologias de andlise de array genémico (SNP-array). Vinte e
dois pacientes portadores de DDS associadas a alteragdes sindromicas em diversos sistemas
além do trato genital foram incluidos no estudo e foram submetidos a pesquisa de variagdes
do numero de copias (CNVs) através da técnica de bead array utilizando o ensaio Infinium
CytoSNP-850K BeadChip® da plataforma Illumina®e o CytoScan HD 750K da Affymetrics®.
As CNVs identificadas foram comparadas com diferentes bancos de dados publicos como:
UCSC Genome Browser, Database of Genomic Variants ¢ DECIPHER Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensemble Resources. Um total de
229 CNVs foram identificadas: 126 delegdes, 66 duplicacdes e 37 perdas do estado de
heterozigose. O tamanho das CNVs encontradas variou de 2,8Kb a 12,7Mb. Nove CNVs em
seis pacientes diferentes foram consideradas patogénicas ou provavelmente patogé€nicas apds

analise em ferramentas de predi¢do in silico. Em dois pacientes foi estabelecido o diagnostico



de DDS 46,XX SRY + associado ao ganho de copia gendmica de fragmento de 7Mb de Yp.
Além dos fragmentos de Y, duas delegdes, uma de 1,7Mb na regido 3q29 em um paciente e
outra de 9Mb na regido Xp22.33 em outro paciente, foram reveladas pela técnica de array,
justificando o fendtipo sindromico em ambos os pacientes. Duas CNVs patogénicas
associadas a atipia genital e caracteristicas sindromicas foram identificadas em dois pacientes
portadores de DDS 46,XY: uma delecdo de 11,6Mb localizada na regido cromossdmica
10925.3-26.2 e uma delecao de 10,9Mb na regido 13q33.1. Os genes FGFR2 e EMX2 (10q) e
EFNB2 (13q) previamente relacionados com o desenvolvimento gonadal em humanos e
camundongos apresentavam uma reducdo no numero de cdpias nesses pacientes. Em um
terceiro paciente DDS 46,XY identificou-se uma duplicagdo na regido 14q11.2-q12 de 6,5 Mb
associada a uma delecdo na regido 21p11.2-q21.3 de 12,7Mb. A sindrome de dele¢do de
genes contiguos 21q ¢ descrita em individuos com um espectro de fenotipico amplo, incluindo
malformagdes genitourinarias, cardiacas e neuroldgicas, porém até o momento nenhum gene
candidato nesta regido cromossdmica foi relacionado a condi¢cdo de DDS. Em um paciente
portador de DDS 46,XY, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e catarata congénita,
uma delecdo de 12Kb no cromossomo 10 foi associada a condicdo de catarata congénita.
Variantes no gene PITX3, contido na regido deletada, foram previamente relacionadas a
malformagdes oculares. Nessa regido cromossomica, nenhum gene candidato foi associado a
condi¢dao de DDS. A técnica de SNP-array permitiu estabelecer a etiologia molecular em 40%
(2 de 5) dos pacientes com DSD 46,XX e em 17,6% (3 de 17) dos pacientes com DDS 46,XY.
Em um dos pacientes DDS 46,XY os achados no array contribuiu para esclarecer
parcialmente o fendtipo sindromico do paciente, mas nao condigdo de atipia genital associada.
A técnica de array contribuiu para o diagnostico em 27,3% dos pacientes DDS sindrémicos

analisados neste estudo.

Descritores: Transtornos 46, XX do desenvolvimento sexual; Sindrome adrenogenital;
Disgenesia gonadal; Transtornos ovotesticulares do desenvolvimento sexual; Transtornos do
cromossomo sexual no desenvolvimento sexual; Polimorfismo de nucleotideo tinico; Delecao

cromossodmica; Duplicagdo cromossdmica.



ABSTRACT
Faria Junior JAD. Evaluation of genomic copy number variations in the etiology of syndromic

patients with sexual development disorders [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Differences/disorders of sexual development (DSD) affect 1:1000-4500 live births, occurring
when the development of chromosomal, gonadal or genital sex is atypical. Didactically, DSD
are classified into groups according to the patient's karyotype (DSD associated with
chromosomal abnormalities, 46,XY DSD, 46, XX DSD), with the type of defect identified
(changes in gonadal development, enzyme defects, defects in the hormonal receptor) and
genetic changes when identified. The early diagnosis of a child with DSD is essential for
obtaining a good therapeutic result and a good quality of life. The search for mutations in
target genes using the traditional Sanger sequencing method explains only about 50% of the
etiology of DDS. New sequencing strategies such as array techniques (SNP array and CGH
array) make it possible to evaluate the entire genome in search of variations in the number of
gene copies, which helps not only to identify pathogenic variants in already known genes, but
also the identification of new chromosomal loci involved in the etiology of DDS, especially in
patients with multiple syndromic abnormalities. The objective of this study was to establish
the molecular diagnosis in patients with syndromic DSD followed at the outpatient clinic of
the Development Endocrinology Unit of HC/FMUSP using the genomic array analysis
methodologies (SNP-array). Twenty-two patients with DSD associated with syndromic
features in several systems other than the genital tract were included in the study and
underwent search for variations in the genomic copy number (CNVs) using the Infinium
CytoSNP-850K BeadChip® from the Illumina® platform and the CytoScan HD 750K from
Affymetrics®. The identified CNVs were compared with different public databases such as:
UCSC Genome Browser, Database of Genomic Variants (DGV) and the Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensemble Resources
(DECIPHER). A total of 229 CNVs were identified: 126 deletions, 66 duplications and 37
losses of heterozygosity. The size of the CNVs found ranged from 2.8Kb to 12.7Mb. Nine
CNVs in six different patients were considered pathogenic or probably pathogenic after
analysis in silico. In two patients, a diagnosis of 46,XX SRY + DSD was established,
associated with the gain of a genomic copy of a 7Mb fragment of Yp. In addition to the Y
fragments, two deletions, one of 1.7Mb in the 3929 region in one patient and another of 9Mb

in the Xp22.33 region in another patient, were revealed by the array technique, justifying the



syndromic phenotype in both patients. Two pathogenic CNVs associated with genital atypia
and syndromic characteristics were identified in two patients with 46, XY DSD: a 11.6 MB
deletion located in the chromosomal region 10q25.3-26.2 and a 10.9 MB deletion in the
13933.1 region. The FGFR2 and EMX2 (10q) and EFNB2 (13q) are genes previously related
to gonadal development in humans and mice and showed a reduction in copy number in these
patients. In a third 46,XY DSD patient, we identified a duplication in the 14q11.2-q12 region
of 6.5 Mb associated with a deletion in the 21p11.2-q21.3 region of 12.7Mb. The contiguous
21q gene deletion syndrome is described in individuals with a broad phenotypic spectrum,
including genitourinary, cardiac and neurological malformations, however, to date, no
candidate gene in this chromosomal region has been related to DSD. In a 46,XY DSD patient
with delayed neuropsychomotor development and congenital cataract, a 12Kb deletion on
chromosome 10 was associated with congenital cataract. Variants in the PITX3 gene,
contained in the deleted region, were previously related to ocular malformations. In this
chromosomal region, no candidate gene was associated with DSD. The SNP-array technique
allowed to establish the molecular etiology in 40% (2 of 5) of patients with 46,XX DSD and
in 17.6% (3 of 17) of patients with 46, XY DSD. In one of the 46, XY DSD patients, the
findings in the array contributed to partially clarify the patient's syndromic phenotype, but not
the condition of associated genital atypia. The array technique contributed to the

diagnosis in 27.3% of the syndromic DSD patients analyzed in this study.

Descriptors: 46, XX disorders of sex development; Adrenogenital syndrome; Disgenesia
gonadal; Ovotesticular disorders of sex development; Sex chromosome disorders of sex
development; Polymorphism, single nucleotide; Chromosome deletion; Chromosomal

duplication.
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1 INTRODUCAO

As diferengas/disturbios do desenvolvimento sexual (DDS) afetam 1:1000-
4500 nascidos vivos e sdo definidos como alteragdes nas quais o desenvolvimento
cromossdmico, gonadal ou genital sdo atipicos (AHMED; BASHAMBOO; LUCAS-
HERALD; MCELREAVEY, 2013; OSTRER, 2014). Diversas nomenclaturas foram
utilizadas para designar os pacientes com diferencas/disturbios do desenvolvimento
sexual ao longo do tempo, como por exemplo, pseudohermafroditismo, intersexo ou
anomalias da diferenciacdo sexual. Estes termos, no entanto, assumiram conotagdo
pejorativa e foram revistos em 2006 pelo consenso de Chicago, passando a serem
chamados genericamente de DDS. O termo obteve melhor aceitacdo entre pacientes e
seus familiares e permitiu uma linguagem universal entre os profissionais da area.

Os DDSs englobam um espectro amplo de anormalidades, o que torna dificil
estabelecer um critério 6timo para a classificacdo destas condi¢des. As classificacdes
utilizadas atualmente apresentam limitacdes. Didaticamente os DDSs sdo
classificados em grupos de acordo com: (i) o caridtipo do paciente (DDS associado a
anormalidades cromossdmicas, DDS 46,XY e DDS 46,XX); (ii) o tipo de defeito
identificado (alteracdes do desenvolvimento gonadal, defeitos enzimaticos, defeitos
no receptor hormonal, etc); ou (iii) alteragdes genéticas, quando identificadas
(HOUK; HUGHES; AHMED; LEE, 2006; HUGHES, 2008; HUGHES; HOUK;
AHMED; LEE, 2006). A classificagdo das DDS, que sera seguida neste texto ¢
apresentada na Tabela 1 e utiliza a nomenclatura mais atualizada, proposta no
Consenso de 2006 sobre os estados intersexuais (HUGHES; HOUK; AHMED; LEE,
2006).

O momento do nascimento de uma crianga com DDS ¢é considerado uma
emergéncia endocrinologica, visto que, em algumas condi¢des, a ndo realizagdo do
diagnostico e tratamento adequado do recém-nascido colocam em risco a sobrevida da
crianga. Além disso, diversos questionamentos e angustias prontamente surgem dos
familiares e da equipe médica. A impossibilidade de definir o sexo de criagdo no
momento do nascimento, a necessidade de correcdo cirtrgica futura na maioria dos
pacientes e a funcdo reprodutiva incerta do paciente com DDS além de questdes

relacionadas a género e sexualidade sdo alguns dos maiores desafios e motivo de
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preocupacdo dos familiares e da equipe médica (HUGHES, 2008; ONO; HARLEY,

2013).

Tabela 1. Classificagdo das diferencas/distirbios do desenvolvimento sexual

DDS cromossdomica

DDS 46,XY

DDS 46,XX

47,XXY (sindrome de
Klinefelter e variantes)
45,X (sindrome de
Turner e variantes)
45,X/46,XY

(disgenesia gonadal

Distirbio do desenvolvimento
gonadal XY

e Disgenesia gonadal

e Ovotesticular

e Regressdo testicular

Distirbios da esteroidogénese

Disturbio do desenvolvimento
gonadal XX

e Disgenesia gonadal

e Ovotesticular

e DDS Testicular

Excesso androgénico

mista) e acdo androgénica e Hiperplasia adrenal
46,XX/46,XY e Outros congénita
(quimerismo) e  Sindromes associadas, Fetoplacentaria (deficiéncia

Persisténcia dos ductos de aromatase, POR)
mullerianos, Testiculos e Materna (virilizagao
evanescentes, Hipospadia tumoral, uso medicagao)
ou criptorquidia isolada, e Outros

ambiental

DDS: diferenga/disturbio do desenvolvimento sexual, POR — P450 oxirredutase Fonte: Adaptado de
Hughes IA, 2008.

O diagnostico precoce de uma crianga portadora de DDS ¢ fundamental para a
obtencao de um bom resultado terapéutico e uma boa qualidade de vida. Além disso,
o diagnoéstico depende de um servico com infraestrutura laboratorial, que permita um
diagnostico rapido e preciso e uma equipe multidisciplinar adequadamente preparada

para a melhor abordagem da crianga e sua familia.

1.1 Desenvolvimento sexual normal

O processo normal de desenvolvimento sexual em humanos ¢ constituido por
uma sequéncia de eventos tecido e tempo especificos. A interacdo de inimeros fatores

durante este complexo processo determinard a transformacdo do tecido gonadal
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embrionario indiferenciado no tecido gonadal adulto e, por conseguinte, o
desenvolvimento genital.

Este processo pode ser dividido didaticamente em 3 etapas: o estabelecimento
do sexo cromossdmico (46,XX ou 46,XY) apos a fecundagdo; a determinacdo sexual,
durante a qual a gbénada bipotencial diferencia-se em testiculo ou ovario; e a
diferenciag@o sexual, na qual ocorre o desenvolvimento da genitdlia interna e externa
secundariamente a secre¢do e acdo dos hormodnios gonadais fetais e que resultam no
fendtipo masculino ou feminino ao nascimento.

Apos a fecundacgdo, a presencga e correta expressao do gene SRY, localizado no
brago curto do cromossomo Y nos individuos 46,XY, descrita pela primeira vez em
1990, ¢ normalmente suficiente para induzir a cascata génica masculina e a
transformagdo da gonada bipotencial em testiculo (SINCLAIR; BERTA; PALMER;
HAWEKINS et al., 1990). Na auséncia do SRY, a gdnada bipotencial se diferencia em
ovario. Embora, varios mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento
ovariano tenham sido esclarecidos, nenhum gene determinante da formagdo ovariana
foi até¢ o momento identificado.

Os hormonios secretados pelos testiculos fetais induzem a formagdo da
genitdlia interna masculina. A a¢do do hormoénio antimulleriano (HAM), secretado
pelas células de Sertoli, determina a regressdo dos ductos paramesonéfricos e inibe a
formag¢do da genitalia interna feminina (Figura 1). A producao de testosterona, pelas
células de Leydig fetais, promove a diferenciagdo dos ductos mesonéfricos na
genitdlia interna masculina (vesicula seminal, tibulos deferentes e epididimo). Na
auséncia dos hormonios testiculares, HAM e testosterona, os ductos paramesonéfricos
se desenvolvem em utero, trompas uterinas e por¢ao superior da vagina e os ductos
mesonéfricos regridem (Figura 1).

A genitalia externa também se desenvolve a partir de estruturas precursoras
comuns aos dois sexos e de forma semelhante ao trato genital interno, a agdo
hormonal viriliza a genitalia externa. A testosterona secretada pelos testiculos fetais ¢
convertida perifericamente pela acdo da enzima Sa-redutase 2 em diidrotestosterona
(DHT), que age nos tecidos precursores da genitalia externa e leva a formacao da
genitalia externa masculina. Na auséncia de a¢do androgénica ocorre o

desenvolvimento da genitalia externa feminina.
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Figura 1. Desenvolvimento da genitilia interna a partir de estruturas comuns. Expressao
adequada do gene SRY desencadeia a diferenciacdo da gdénada bipotencial em testiculo e,
subsequentemente, da genitalia interna masculina a partir da produgdo de hormdnios:
Testosterona e hormonio anti-Mulleriano (HAM). Na auséncia do SRY, o ovario se
desenvolve. Auséncia de HAM permite o desenvolvimento dos derivados mullerianos em
tuba uterina, Utero, e terg¢o superior da vagina (Adaptado Ostrer H, 2014).

Os mecanismos genéticos envolvidos nesse complexo processo capaz de levar
um feto com uma estrutura gonadal bipotencial a diferenciar-se completamente e
atingir fertilidade na vida adulta sdo elaborados e com multiplas interagdes (Figura 2).
A expressdo de inumeros genes ¢ controlada por um sistema em forma de cascata, que
funciona como um sistema de refor¢os e de redundancia funcional, que constitui um
mecanismo para minimizar a ocorréncia de fendtipos ambiguos (AHMED;
BASHAMBOO; LUCAS-HERALD; MCELREAVEY, 2013; HUGHES, 2008;
HUTSON; GROVER; O'CONNELL; PENNELL, 2014; MENDONCA;
DOMENICE; ARNHOLD; COSTA, 2009; MOREL; ROUCHER; MALLET;
PLOTTON, 2014; ONO; HARLEY, 2013).
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Figura 2. Genes e fatores de transcricio envolvidos na determinacio gonadal. Fatores
promotores testiculares e ovarianos sdo demonstrados em preto e branco, respectivamente.
Fatores que promovem a a¢do de moléculas-alvo sdo demonstrados como setas. Fatores que
bloqueiam a ac¢do das moléculas-alvo sdo demonstrados como linhas que terminam em barras.
Fatores do desenvolvimento masculino: SRY, RACI, MAP3K4 e AXINI promovem a
expressdo de SOX9 e, através de uma resposta feed-forward, FGF9. MAP3K4, através de seu
cofator GADD45y, promove a expressdao de SRY. SOX9, AXINI e GSK3b promovem a
desestabilizagdo de B-catenina e, portanto, bloqueiam o desenvolvimento ovariano.
Desenvolvimento feminino: RHOA, p38 e ERK1/2 fosforiladas e FOXL2 reduzem a expressao
de SOX9 e, consequentemente, a alca de feed-forward resultante, bloqueando o
desenvolvimento ovariano. As moléculas p38 e ERKI/2 fosforiladas, AXINI (via GSK3b
desestabilizada) e FRATI promovem a estabilizagdo de B-catenina e aumento de expressao de
seus alvos moleculares, FOXL2 e FST. O sequestro possivel de AXINI e MAP3K4 na
MAP3KI mutante aumenta a estabilizagdo de fB-catenina. Mutagdes com ganho de fung@o no
gene MAP3KI mimetizam a via de determinagdo ovariana, superando os fatores de
determinagdo testicular expressos pelo SRY (Adaptado Ostrer H, 2014).

Sindrome é um termo utilizado para caracterizar um conjunto de sinais e
sintomas que ocorrem concomitantemente em um mesmo individuo e que
caracterizam uma patologia ou doenga especifica. Em dismorfologia, sindrome ¢
definida como um conjunto de anormalidades que criam um padriao reconhecido e
consistente de anormalidades em individuos diferentes. Do ponto de vista genético,
caracteristicas sindromicas podem ocorrer devido a dois mecanismos principais: 1.
Presenca de variante patogénica em gene ubiquo em diversos tecidos levando a
apresentacdes de fendtipo multiplo; 2. Sindrome dos genes contiguos na qual uma
microdele¢cdo / microduplicacdo do genoma afeta diversos genes consecutivos
gerando um fen6tipo heterogéneo.

Vérios genes reconhecidos como componentes da cascata do desenvolvimento
sexual foram identificados como associados a quadros sindrOmicos em pacientes € em
modelos animais knockout. Nestes individuos, além da presenga de anormalidades do

trato genital, outros 6rgdos e outros sistemas sdo também acometidos. Mutagdo nos
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genes ATRX (Disgenesia gonadal 46,XY, malformagdes corporais, alfa talassemia,
retardo mental), NR541/SF1 (Disgenesia gonadal 46,XY com ou sem insuficiéncia
adrenal, Faléncia ovariana primdria), W71 (Disgenesia gonadal 46,XY - sindrome de
Frasier, sindrome de Denys-Drash, sindrome WAGR), CHD7 (sindrome de
CHARGE), SOX9 (Disgenesia gonadal 46,XY e Displasia campomélica) sdo alguns
exemplos bem conhecidos de alteragdes monogénicas levando a fendtipos
sindrémicos nas DDSs (Tabela 2) (HUTSON; GROVER; O'CONNELL; PENNELL,
2014). No entanto, diversos pacientes com DDS sindromicos ndo preenchem critérios
clinicos para nenhuma das sindromes monogénicas classicamente associadas ao DDS,

e podem representar um fen6tipo associado a sindrome dos genes contiguos.

1.2 Diagnostico molecular nas diferencas/disturbios do desenvolvimento sexual

Apesar dos DDSs constituirem condi¢des clinicas ndo infrequentes, o
diagnostico etiologico genético desses pacientes pode ndo ser estabelecido mesmo
apoOs uma intensa investiga¢ao laboratorial e molecular.

Diferentemente das pacientes DDS 46,XX, cuja etiologia mais frequente de
Hiperplasia Adrenal Congénita secundéria a deficiéncia de enzima 21-hidroxilase ¢
estabelecida pelo perfil hormonal, cerca de metade dos pacientes com DDS 46,XY
permanecem sem diagnoéstico etioldgico estabelecido, apesar da extensa investigagao
laboratorial e genética realizada (BAETENS; MLADENOV; DELLE CHIAIE;
MENTEN et al., 2014; CHAN; BUT; LEE; LAM et al., 2015; IGARASHI; DUNG;
SUZUKI; IDA et al., 2013; NORLING; LINDEN HIRSCHBERG; IWARSSON;
PERSSON et al., 2013; ONO; HARLEY, 2013). Nestes pacientes, 0 sequenciamento
de genes candidatos “um a um” pelo método de Sanger, na busca por mutagdes nos
inumeros genes envolvidos no processo de desenvolvimento sexual se mostrou caro,

lento e ineficaz (ARBOLEDA; LEE; SANCHEZ; DELOT et al., 2013).



24

Tabela 2 - Quadros sindromicos de etiologia genética monogénica que apresentam

anormalidades do desenvolvimento sexual

Gene Locus Funcio Fenotipo em humanos
ARX Aristaless-related Xp22.13 Fator .d<3 DG 46,X.Y, epilepsia, ret.ardo do
homeobox transcrigao desenvolvimento neuropsicomotor
. . Proteina de DG 46,XY, malformagdes
X-linked a-thalassemia ~ . .
ATRX . Xql3 remodelacdo da  corporais, alfa talassemia, retardo
and mental retardation .
cromatina mental
DHH Dt hededig 12q12- .Mo}ecula DG 46,XY, pohneuropatla
13.1 sinalizadora fascicular
Dosage sensitive sex DG 46,XY, face dismoérfica,
DSS .
reversal, Adrenal Fator de palato fendido, retardo mental
locus ; Xp21.3 . . -
(DAXI) hypoplasia, X transcricao facultativo (duplicagdo do locus
chromosome 1 DSS)
FOG2  Friend of GATA 2/ Zinc Proteina DG 46,XY;, hipogonadismo
. . 8g23.1 hipergonadotrofico com defeito
ZFPM?2  finger protein multitype 2 moduladora , .
cardiaco congénito
Faléncia ovariana prematura,
FOXL2 I*Tor.k head 3923 Fator .dé sindrome da blefarofimose-ptose-
transcriptional factor 2 transcricao . .
epicanto-1nverso
GATA4  GATA- binding protein 4 2l Fator.dé DLIAL ci ou sem
p22 transcricao anormalidade cardiaca
Nuclear receptor Amplo espectro de apresentagdo
NR5AL/ subfamily 5 group A . 9433 Fator.de~ clllnlca:.]ADG.46,XY com ou sem
SFI member 1 /Steroidogenic transcri¢ao insuficiéncia adrenal, Faléncia
Factor 1 ovariana prematura
DDS 46,XX testicular ou
RSPO1 R-spondinhomolog 1 1p34.3 .Mo}ecula OHETIE) qperatgs?
sinalizadora palmoplantar, predisposi¢ao
carcinoma de pele
SRY-related, HMG-box Xa27.1 Fator de DDS 46,XX testicular, retardo de
SOX3 gene 3 47 transcri¢do crescimento e desenvolvimento
SRY-related, HMG-box  17q24.3- Fator de DG 46,XY e Displasia
SO0X9 . o
gene 9 25.1 transcrigao campomélica
sindrome de Mayer-Rokitansky-
Wingless-type mmtv . Kuster-Hauser, agenesia renal,
. cU . Molécula . ; T
WNT4 integration site family, 1p35 L hiperandrogenismo (inativagdo
sinalizadora A
member 4 génica)
DG 46,XY (duplicagdo génica)
DG 46,XY - sindrome de Frasier,
o, Fator de sindrome de Denys-Drash,
(AL Ciegliczeg] Aliplls transcricao sindrome WAGR

Por outro lado, estabelecer o diagnostico etioldgico precocemente, permitiria

uma melhor avaliagdo do prognostico de cada paciente e a realizagdo de um

tratamento individualizado, de forma a orientar a familia de recém-nascidos com
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atipia genital a escolha do sexo de criagdo com maior seguranga, promover uma
correta avaliagdo do risco de tumorigénese (tumores gonadais, tumores renais) desses
pacientes, e a expectativa de fertilidade e qualidade de vida, elementos que reforcam a
necessidade da procura de novos métodos de investigacdo que apresentem maior
efetividade no diagndstico.

Na busca por um diagnostico molecular para a grande propor¢do de pacientes
portadores de DDS 46,XY e DDS 46,XX de etiologia ndo conhecida, novas técnicas
de biologia molecular e citogendémica t€ém sido utilizadas mais recentemente. A
investigacdo do exoma ou do genoma, usando as metodologias de sequenciamento de
nova geragdo originam uma grande quantidade de informagdes em curto espaco de
tempo, de forma ripida e eficiente, aumentando as possibilidades de novos
diagnosticos. Essas técnicas estdo se tornando realidade, na medida em que os seus
custos sdo barateados, o que possibilita sua utilizagdo ndo apenas em protocolos de
pesquisa, mas também na pratica clinica (ARBOLEDA; LEE; SANCHEZ; DELOT et
al., 2013; BAETENS; MLADENOV; DELLE CHIAIE; MENTEN et al., 2014,
BAXTER; ARBOLEDA; LEE; BARSEGHYAN et al., 2015).

1.3 Citogenética classica e citogenética molecular aplicadas no estudo das

diferencas/distarbios do desenvolvimento sexual

O desenvolvimento da técnica de cariotipagem em 1956 revolucionou a
citogenética, possibilitando a contagem dos 46 cromossomos humanos e a
identificacdo das variantes cromossOmicas numéricas patogénicas, determinantes de
diferentes sindromes como sindrome de Down, Turner e Klinefelter; as duas ultimas
condi¢des classificadas atualmente como DDS associados a anormalidades
cromossdmicas (GARTLER, 2006).

A utilizagdo da cariotipagem e seu desenvolvimento nos anos subsequentes
permitiu o desenvolvimento do caridtipo com Bandamento G, uma espécie de
marcacdo cromossdmica, que facilita a identificacdo de anormalidades estruturais
como grandes delecdes, inser¢des, translocacdes e outras formas complexas de
rearranjos gendmicos. Em vérios pacientes com quadros sindromicos e fendtipo de
atipia genital e/ou malformacgdes genitourindrias, diferentes tipos de aberragdes

cromossomicas estruturais foram identificados pelo estudo do caridtipo por técnicas
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de citogenética convencional e bandamento, como sindrome da delecdo do brago
curto do cromossomo 9 (9p) e a sindrome da delecdo do brago longo do cromossomo
10 (10g) (IRVING; HANSON; TURNPENNY; BREWER et al., 2003; ONESIMO;
ORTESCHI; SCALZONE; ROSSODIVITA et al., 2012; QUINONEZ; PARK;
RABAH; OWENS et al., 2013; SHAPIRO; HANSEN; PASZTOR; DILIBERTI et
al., 1985).

Para o estudo de alteracdes submicroscopicas ndo identificaveis no caridtipo
convencional, foram desenvolvidas técnicas de citogenética molecular, como o FISH
(Fluorescent in situ Hybridization) e a técnica de MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification). A técnica de FISH baseia-se no uso de sondas, isto
¢, sequéncias de DNA ligadas a fluorocromos que, por sua vez, se ligam a sequéncias
de DNA que lhe sdo complementares. A pesquisa do gene SRY por técnica de FISH
em pacientes com sindrome de Turner e DDS 46,XX testicular e ovariotesticular sdo
ferramentas diagnosticas importantes e utilizadas na pratica clinica em nosso Servigo.

A técnica de MLPA ¢ utilizada para a deteccdo de delegdes e/ou duplicacdes e
baseia-se na hibridac¢do simultanea e amplifica¢do por reacdo em cadeia de polimerase
de varias sondas diferentes em uma unica reagdo, tornando-se uma alternativa mais
rapida e econdmica de estudo. Kits comerciais desenvolvidos para o estudo de genes
envolvidos em anormalidades do desenvolvimento sexual (NR5A1/SF1, SRY, DAXI,
WNT4, DMRTI, SRD5A2, HSD3B2, entre outros) estdo disponiveis, o que possibilita
a avaliag¢@o de pacientes com DDS por esta técnica.

Porém, ambos os métodos (FISH e MLPA) investigam um numero limitado e
especifico de regides do genoma, de forma que ¢ necessaria uma suspeita clinica para
direcionar a pesquisa de uma regido alvo especifica. Nos casos em que o fenotipo
clinico ou hormonal ndo sugerem um gene ou regido cromossomica acometida essas

técnicas se tornam ineficientes.

1.4 Técnicas de array na investigacao das diferencas/disturbios do

desenvolvimento sexual

Recentemente, as técnicas de arrays t€m sido aplicadas na pesquisa de
alteracdes submicroscopicas em pacientes com DDS. Continuos avangos nesse campo

da ciéncia levaram ao desenvolvimento da técnica de Comparative Genomic
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Hybridization Array (array-CGH) e Single Nucleotide Polymorphism Array (SNP-
array), também conhecidos como “cariotipagem molecular” pela sua semelhanca a
técnica de cariotipagem, porém com uma resolugdo superior.

Array-CGH e SNP-array sdo técnicas de citogendmica que tém a capacidade
de identificar alteracdes submicroscopicas no genoma, gerando dados sobre variagdo
no numero de copias (CNVs) em todo o genoma, definidas como um seguimento
gendmico deletado ou duplicado com tamanho maior que 1 Kb. Além disso, as
técnicas de citogendmica molecular sdo também capazes de detectar mosaicismos e
perda de heterozigose (ACHERMANN; DOMENICE; BACHEGA; NISHI et al.,
2015; KULIKOWSKI).

O array-CGH baseia-se na marcagdo de quantidades equimolares de DNA de
referéncia (controle) e DNA a ser estudado (teste) com dois diferentes fluordforos.
Posteriormente, sdo co-hibridados com acidos nucléicos clonados de referéncia. A
hibridacdo dos fluoroféros com as sequéncias de DNA teste e controle sdo
comparadas a partir da intensidade da fluorescéncia gerada. O ganho de material
genético &, portanto, expresso como aumento da fluorescéncia assim como a perda de
material genético acarreta uma redugdo da fluorescéncia (BEJJANI; SHAFFER, 2006;
WEISS; HERMSEN; MEIJER; VAN GRIEKEN et al., 1999). J4 a técnica de SNP-
array dispensa a utilizacdo de DNA de referéncia. Nesta técnica, o DNA teste ¢
desnaturado e amplificado e apds essa etapa procede-se a fragmentagdo enzimatica do
DNA e sua precipitagdo. O DNA fragmentado ¢ aplicado ao BeadChip para
hibridacdo. O DNA ndo hibridado serd lavado, e adicionado fluorocromos ao
BeadChip. A leitura da intensidade ¢ realizada por scanner especifico que permite a

interpretacdo dos achados relativos a ganho ou perda de material genético (Figura 3).
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© Fragmentar DNA amplificado
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© Incubar DNA amplificado
© Captura de imagem do BeadChip
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« Indica marcacBo no canal vermelbo
() Genatipagem / Geracdo de
O Hibridizar amostras no BeadChip relatarios

" Indica marcacBo no tanal verde
Figura 3 — Descricio das etapas da técnica de bead array da plataforma Illumina®.
Desenho experimental do Beadarray. Amostra de DNA ¢ isotermicamente amplificada
overnight (passo 1 e 2). O produto amplificado ¢ entdo fragmentado por um processo
enzimatico controlado (passo 3), seguindo para os passos de precipitagdo alcodlica e
ressuspensdao do DNA (passo 4). O BeadChip, entdo, ¢ preparado para a hibrida¢do na cdmara
de fluxo por capilaridade (passo 5) e as amostras sdo aplicadas e incubadas overnight. As
amostras de DNA, amplificadas e fragmentas, anelam a /dcus especificos de 50-mers durante
o passo de hibridacdo (passo 6). Um tipo de bead corresponde a cada alelo por locus de SNP.
Ap6s a hibridagdo, o alelo especifico ¢ determinado por extensdo enzimatica de base com
subsequente coloragdo fluorescente (passo 7). As intensidades da fluorescéncia das beads sdo
detectadas pelo scanner (passo 8) e os dados sdo analisados por softwares especificos (passo
9) (www.illumina.com).

Diversos autores tem demonstrado a importancia dos métodos de array (SNP-
array e array-CGH) como instrumento diagnéstico e investigativo dos pacientes com
DDS cujo diagnéstico molecular ainda nao foi estabelecido. A utilizagdo das técnicas
de array em coortes de pacientes com DDS 46,XY identificou anormalidades
patogénicas em cerca de 20-33% dos casos estudados (ARBOLEDA; LEE;
SANCHEZ; DELOT et al, 2013; BAETENS; MLADENOV; DELLE CHIAIE;
MENTEN et al., 2014; CHAN; BUT; LEE; LAM et al., 2015; HUTSON; GROVER;
O'CONNELL; PENNELL, 2014; IGARASHI; DUNG; SUZUKI; IDA et al., 2013,
KON; FUKAMI, 2015; RICHARD; LEPRINCE; GRUCHY; PIGNY et al., 2011;
TANNOUR-LOUET; HAN; CORBETT; LOUET et al., 2010). A presenga de outras
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malformagdes ndo genitais nos pacientes com DDS pode aumentar ainda mais a
sensibilidade de detec¢do do método, pela possibilidade de representar uma maior
perda genomica envolvida na fisiopatologia da doenga em avaliagdo (LEDIG;
HIORT; SCHERER; HOFFMANN et al., 2010). A técnica de SNP-array também foi
utilizada com sucesso por White e colaboradores na investigagdo de pacientes
portadores de disgenesia gonadal 46,XY isolada e sindromica (WHITE;
OHNESORG; NOTINI; ROESZLER et al., 2011).

Técnicas de array também tém sido utilizadas com sucesso na investigagao de
pacientes 46,XX com malformacdes dos derivados mullerianos (MCGOWAN;
TYDEMAN; SHAPIRO; CRAIG et al., 2015), assim como nos pacientes com
diagnéstico de DDS 46,XX ovotesticular (MENGEN; KAYHAN; KOCAAY;
UCAKTURK, 2020). Novos genes candidatos, possivelmente envolvidos nos
processos da determinacdo e diferenciacdo sexual, foram identificados nos estudos de
pacientes com DDS, em especial pacientes com fendtipos sindromicos, utilizando
arrays (LEDIG; SCHIPPERT; STRICK; BECKMANN et al., 2011; MCGOWAN,;
TYDEMAN; SHAPIRO; CRAIG et al., 2015).

Baseados nesses achados, alguns autores tém proposto a técnica de array
como a metodologia padrdo-ouro na investigacdo de pacientes com DDSs
sindromicos (BAETENS; MLADENOV; DELLE CHIAIE; MENTEN et al., 2014,
NORLING; LINDEN HIRSCHBERG; IWARSSON; PERSSON et al, 2013;
TANNOUR-LOUET; HAN; CORBETT; LOUET et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Primario:

Estabelecer o diagnodstico molecular em pacientes com diferenca/disturbio do
desenvolvimento sexual sindromicos, cujo diagnostico etioldgico genético ndo ¢
conhecido acompanhados no ambulatéorio da Unidade de Endocrinologia do
Desenvolvimento do HC/FMUSP utilizando a metodologia de polimorfismo de

nucleotideo tnico (SNP-array).

2.2 Secundarios:

- Avaliar o papel da metodologia de SNP-array no diagndstico de pacientes
com DDS sindrémico;

- Avaliar a presenca de delecdes ou duplicagdes submicroscopicas em um
grupo selecionado de pacientes portadores de DDS sindrdmico;

- Identificar novas regides cromossdmicas e/ou novos genes possivelmente

relacionados aos DDS 46,XY e 46,XX.
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3. JUSTIFICATIVA

A maioria dos pacientes com diagndstico de DDS sindromico permanecem
sem diagnostico molecular estabelecido. O grande nimero de genes envolvidos na
diferenciagdo e determinacdo sexual dificulta e encarece a busca de alteracdes
génicas, que correspondam aos fendtipos da apresentacdo clinica. As novas técnicas
disponiveis, como o sequenciamento de alta performance e os arrays, permitem a
avaliagdo do genoma de forma répida e com maior eficicia do que o sequenciamento

pelo método de Sanger “gene a gene” e a técnica de MLPA.

A relevancia do estudo molecular dos pacientes portadores de DDS
sindromico estd na possibilidade de se estabelecer um diagnoéstico etioldgico
definitivo e répido, que ndo somente auxilia na decisdo sobre o sexo de criagdo
naqueles nascidos com atipia genital e aconselhamento familiar, como também
permite a orientagdo terapéutica mais adequada, informacdes de possiveis doencas
associadas, que devem ser investigadas e acompanhadas (risco de tumores gonadais,

outras malformacdes) e sobre o prognostico de fertilidade.

A identificagdo de novas regides cromossdmicas e/ou novos genes
possivelmente relacionadas aos DDS sindromicos contribuird de forma significativa

no entendimento de novas vias envolvidas no desenvolvimento sexual.
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4. METODOLOGIA

4.1 Consideracoes éticas

O estudo foi conduzido de acordo com principios éticos seguindo as
orientacdes contidas na declaragcdo de Helsinki e pelos termos descritos pela Portaria
196/96 do Conselho Nacional de Saude.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisado Hospital das
Clinicas da FMUSP sob o nimero CAAE: 60700616.9.0000.0068. Consentimento por
escrito foi obtido de todos os pacientes ou pais/tutores antes que os procedimentos de

pesquisas fossem iniciados (Anexo I).

4.2 Pacientes

4.2.1 Recrutamento e critérios de selecio dos pacientes

O presente estudo selecionou pacientes acompanhados regularmente no
Ambulatorio da Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento (Unidade A1TMN
1003) da Disciplina de Endocrinologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo. Os critérios de inclusdo foram: (i) diagndstico de DDS com genitélia
atipica ao nascimento, associados a outros fenotipos malformativos além do aparelho
geniturindrio; (i) diagnostico etioldgico ndo estabelecido apods estudo hormonal, ou
por imagem anteriormente realizados; (iii) caridtipo disponivel ndo conseguia

explorar completamente o fenotipo encontrado.

4.2.2 Obtencao de dados retrospectivos

Para obtencdo dos dados retrospectivos foi elaborado um protocolo para
consulta dos prontuarios (Anexo II).

Os dados de exame fisico geral e exame da genitalia externa no momento do
inicio do acompanhamento na Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento -

AIMN 1003 foram coletados das anotacdes dos prontudrios, assim como o0s
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resultados dos exames laboratoriais e hormonais realizados na investigagdo

diagnéstica.

4.2.3 Avaliacio clinica, hormonal e de imagem

Todos os pacientes selecionados foram submetidos a uma criteriosa avaliagao
clinica e, quando necessario, a complementacdo diagndstica laboratorial e
imaginoldgica. A pesquisa da presenca de consanguinidade e de outros individuos
afetados na familia além do historico relativo ao periodo pré-natal e neonatal foi
realizada durante o interrogatério dos antecedentes familiares dos pacientes nas
consultas médicas.

A classificagdo de prader e o escore de masculinizagdo de genitdlia foram
utilizados para descrever a genitdlia dos pacientes (Tabela 4) (AHMED, 2000;
PRADER, 1989).

Além da reavaliacdo da genitalia externa, das quais muitos pacientes ja haviam
sido submetidos a procedimentos cirurgicos de correcdo da genitalia atipica, o exame
fisico geral e dos diferentes aparelhos foi repetido conforme descri¢do abaixo:

1. avaliagdo antropométrica: avaliagcdo do peso, altura e IMC;

2. exame dismorfoldgico: avaliagdo cuidadosa do paciente na busca ativa por sinais
fisicos de dismorfismos faciais e corpdreos, sugestivos de sindromes genéticas;

3. exame dos aparelhos: buscando malformacdes esqueléticas de coluna, torax, pelve
e extremidades, cardiacas, anormalidades oculares e/ou déficit visual; surdez
associada ou ndo a outras alteragdoes/malformagdes; nevus ou outras alteragdes de
pele;

4. exame neurolégico: avaliagdo da presenca de atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor (ADNPM) ou retardo mental, déficits.

A avaliacdo hormonal dos pacientes foi realizada pelas dosagens basais de
horménio luteinizante (LH), hormdnio foliculo estimulante (FSH) e testosterona (T),
seus precursores hormonais e diidrotestosterona (DHT) quando indicada. O teste de
estimulo com gonadotrofina coridnica humana (hCG) foi realizado nos individuos
46,XY na faixa etaria pré-puberal, na dependéncia da disponibilidade da medicagao.

Os exames de imagem previamente realizados foram revisados e

complementados quando necessario. Exame de imagem do sistema nervoso central foi
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solicitado nos pacientes com atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM)
ou retardo mental. Ultrassonografia de rins e vias urindrias e Ecocardiografia foram

realizados em todos os pacientes na busca de malformagdes organicas.

4.3 Material e métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Hormodnios e Genética
Molecular LIM/42 da Disciplina de Endocrinologia do HC-FMUSP em colaboragao
com os Laboratérios de Medicina Laboratorial LIM/03 do HC-FMUSP (realizagao do
SNP-array sob a supervisdo da Profa. Dra. Leslie Kulikowski) e Centro de
Biotecnologia e Terapia Celular do Hospital Sao Rafael/Instituto D’Or de Pesquisa e

Ensino (realizagdo do SNP-array sob supervisdao do Dr. Bruno Solano).

4.3.1 Extracao do DNA genémico

As amostras de DNA dos pacientes selecionados e seus familiares foram
obtidas a partir de leucécitos de sangue periférico. O DNA foi extraido e armazenado
de acordo com procedimento padronizado no Laboratério de Hormdnios e Genética
Molecular/LLIM42 da Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento, Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo, baseado no método de Miller e

colaboradores (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988).

A concentragdo do DNA foi estimada a partir da leitura da densidade oOptica
por espectrofotometria (Biophotometer, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha); no
comprimento de onda de 260 nm (1 unidade DO 260 = 50 pg/mL). O grau de pureza
foi avaliado pela relagdo A260/280, sendo superior a 1,75. A integridade do material
foi verificada com eletroforese em gel de agarose (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) a 1% em TAE (Tris 0,004 M; Acido Acético Glacial; EDTA
0,001 M pH 8,0) contendo SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) na concentragdo de 0,1 pL/mL de gel com posterior
visualizac¢do por transiluminag¢do com luz ultravioleta para verificar sua integridade.

Foram utilizados 500 ng do marcador de peso molecular 4 DNA-HindlIII digest (250
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ng/WL) e 20 ng do 4 DNA (10 ng/WL) (ambos Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) como padrio de massa. Em seguida, as amostras foram mantidas

congeladas a menos 20° C até seu uso.

4.3.2 Polimorfismo de unico nucleotideo array (SNP-array): Infinium CytoSNP-
850K BeadChip® da plataforma Illumina®.

O Infinium CytoSNP-850K BeadChip® da plataforma Illumina® compreende um
painel de triagem do genoma contendo aproximadamente 850.000 sondas de
oligonucleotideos de 50-mers, com um espacamento médio de 1,8 kb entre elas, sendo
capaz de identificar SNPs. Estas sondas abrangem todo o genoma e sdo consideradas
sondas alvo para todas as regides de importancia citogenética conhecidas, incluindo
regides subteloméricas, pericentroméricas € dos cromossomos sexuais.

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 4 pL. de DNA a uma
concentragdo final de 50 ng/uL. As amostras extraidas foram transferidas para uma
placa MAS3 especifica para que o DNA fosse denaturado quimicamente e
neutralizado por reagentes especificos fornecidos no kit. Em seguida, foi realizada a
etapa de amplificagdo gendmica, na qual as amostras foram incubadas a 37°C por 20-
24 horas.

Ap6s a amplificagcdo gendmica, o DNA primeiramente foi fragmentado por agao
enzimatica (reagente FMS) e, posteriormente, precipitado usando 2-propanol ¢ PM1
como reagentes da reagdo. A placa com as amostras foi mantida invertida por pelo
menos 1 hora a temperatura ambiente para que o pellet possa secar. Em seguida, o
DNA precipitado foi ressuspendido em um reagente denominado RA1 e aplicado no
BeadChip. Este produto foi incubado a 48°C por aproximadamente 16 horas para que
ocorresse a hibridacdo das amostras nas sondas especificas.

Terminada a etapa da hibridagdo, o DNA nao hibridado ao BeadChip foi
removido por lavagem. O BeadChip lavado foi preparado para o processo de
coloracdo com a adicdo de nucleotideos marcados com fluorocromos especificos.
Nesta etapa o0 DNA ndo hibridado foi removido e os nucleotideos (A, T, C ¢ G)
adicionados, seguindo para a etapa de colora¢do dos nucleotideos hibridados com
fluorocromos especificos (A e T — marcagdo em vermelho; C e G — marcacdo em

verde).
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Apos a lavagem, a intensidade dos sinais foi medida por um laser scanner, o
iScan System® (Illumina technology), e a andlise foi realizada com o auxilio de
softwares especificos disponibilizados pelo fabricante, como o BlueFuse Multi 4.3%
(BlueGnome®, Illumina, Washington, DC, EUA). Nenhum filtro para analise das
CNVs (delecdes ou duplicagdes) foi aplicado antes da andlise. Apenas sdo
consideradas delegdes ou duplicacdes reais pelo método, aquelas que comprometem a
hibridac¢ao consecutiva de pelo menos 10 sondas.

Os resultados obtidos foram comparados com bancos de dados ja existentes

como: UCSC Genome Browser (http:/genome.ucsc.edu/cgi-bin/hg); Database of

Genomic Variants (http:/projects.tcag.ca/variation/) e DECIPHER Database of

Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensemble Resources

(http://decipher.sanger.ac.uk/).

Técnicas complementares como MLPA, FISH e sequenciamento por técnica de
Sanger ou por painel customizado de genes para DDS foram, em alguns casos,

utilizadas para complementagao diagnostica.

4.3.3 Polimorfismo de unico nucleotideo array (SNP-array): CytoScan HD 750K
da Affymetrics

A técnica de array da plataforma affymetrics Scan HD 750K possui sondas
formadas por curtas sequéncias de oligonucleotideos de 25-mer. Nessa plataforma
foram utilizados o chip CytoScan HD que possuia 2.696.550 de sondas de CNVs e
749.157 de SNPs, com uma cobertura média de sonda de 1,1 Kb. Esta técnica foi
realizada de acordo com as instrugdes do fabricante.

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas duas aliquotas (etapa Sty e
etapa Nsp) de 5 uL de DNA de cada amostra a uma concentragdo final de DNA de 50
ng/uL.

Na realizagdo da etapa foram adicionados 14,75 pL da enzima Nspl ao DNA
gendmico para digestdo, sendo entdo incubadas a 37°C durante 2 horas, 65°C durante
20 minutos e mantidas a 4°C. Adicionamos posteriormente 5,25 pL do Mix de DNA
ligase com Nspl adaptador para a etapa de ligagdo de um adaptador e as amostras
foram incubadas novamente a 16°C durante 3 horas, 70°C por 20 minutos e mantidas

a 4°C. As amostras foram divididas em trés placas de PCR (10 pL por placa) e foi
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adicionado 90 puL do PCR Master Mix em cada uma delas, sendo transferidas ao
termociclador com o seguinte programa: 1 ciclo a 94°C por 3 minutos, 30 ciclos a
94°C, 60°C e 68°C por 30, 45 e 15 segundos, 1 ciclo a 68°C por 7 minutos e mantidas
no gelo.

No dia seguinte, foram repetidos as etapas descritas acima para o Nsp. Foi
utilizado o Nsp I Digestion Master Mix, o Nsp I Ligation Master Mixe o Nsp PCR
Master Mix com a diferenca que para a etapa de PCR, as amostras foram divididas em
quatro placas. Os produtos amplificados (Sty e Nsp) foram purificados por
precipitagdo por isopropanol e os produtos de PCR foram quantificados e diluidos.
Em todas as amostras foram adicionados os reagentes de fragmentagdo e estas foram
incubadas a 37°C por 35 minutos, 95°C por 15 minutos e mantidas a 4°C, sendo que
para confirmagdo da fragmentacdo das amostras foi corrido um gel de agarose a 2%.

Terminada a fragmentag¢do, as amostras foram mantidas no gelo e foram
adicionados 89 pL do Labeling Master Mix em cada uma delas para a marcacdo do
DNA. As amostras foram novamente incubadas a 37°C por 4 horas, 95°C por 15
minutos e mantidas no gelo.

Apoés esta etapa, foi preparado o Hybridization Master Mix e este foi
adicionado na amostra, para que ocorresse a hibridacdo destas no chip, sendo que
nesta etapa o DNA ¢ denaturado novamente a 95°C por 10 minutos e as amostras sao
mantidas a 49°C. As amostras foram aplicadas nos chips e estes, entdo, foram
colocados no forno de hibridacdo com uma rotacdo de 60 rpm e temperatura de 50°C,
e as amostras ficaram hibridando por 16 a 18 horas.

Terminada a hibrida¢do, os chips foram lavados e corados (streptavidin
phycoerythin — SAPE / anti-streptavidin biotinylated antibody stain / SAPE) por 3
horas. Finalmente, os chips foram escaneados no Genechip scanner, os dados foram
extraidos pelo Genotyping console softwarev3.0.2 e os resultados analisados no
Chromosome Analysis Suite (Chas), sendo a intensidade do sinal proporcional ao
nimero de copias gendmicos da regido analisada. Filtros para andlise necessitaram ser
estabelecidos. Para dele¢do, foram reportadas aquelas que possuiam tamanho maior
que 5Kb e envolviam a ndo hibridacdo de pelo menos 20 marcadores; ja para as
duplicagdes, foram reportadas aquelas com tamanho maiores que 5Kb, porém com

mais de 50 marcadores nao hibridados.
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4.4 Analise in silico dos resultados do SNP-array

As coordenadas gendmicas das CNVs resultantes da andlise de SNP-array
(Illumina SNP array 850K e affymetrics CytoScan HD 750K) estdo em acordo com o
Human Genome Building GRCh37/hgl9 (Genome Reference Consortium human

genome: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/).

A analise das alteragdes encontradas foi baseada nas seguintes premissas: 1.
Exclusdo das CNVs caracterizadas como polimérmicas; 2. Avaliacdo da
patogenicidade da CNV encontrada.

Para realizar a exclusdo das CNVs polimorficas, foi comparada a CNV
encontrada em nossos pacientes com CNV descritas na literatura médica em
individuos saudéveis. Para tal foi utilizado o banco de dados compilados no Database

of Genomic Variants (DGV) (http://projects.tcag.ca/variation), o maior banco de

dados de CNVs em individuos saudaveis disponivel. A presenca de sobreposi¢do
entre a CNV encontrada no paciente com CNVs em individuos saudaveis na
plataforma do DGV assim como a incidéncia polimoérfica da alteragdo (presente em
mais de 1% dos individuos analisados pelas técnicas de array) predizia a benignidade
das alteragdes, e portanto nao foram avaliadas pelas etapas subsequentes.

Afim de avaliar a patogenicidade das CNVs encontradas, apos a exclusdo das
variantes polimorficas, diversos fatores foram levados em consideragdo, seguindo os
critérios de patogenicidade do Colégio Americano de Genética Médica (ACMG)
publicado em 2011 (KEARNEY; THORLAND; BROWN; QUINTERO-RIVERA et
al.,2011) (Tabela 3). As seguintes caracteristicas das CNVs foram avaliadas a fim de

estabelecer a patogenicidade:

a) Auséncia da CNV em banco de dados de individuos
saudaveis/controles;
b) Sobreposicdo da CNV encontrada com sindromes de microdelecdo

e/ou microduplicagdo bem estabelecidas na literatura médica;

c) Tamanho da CNV encontrada;
d) Regido da CNV rica em genes causadores de doengas em humanos;
e) Regido da CNV com presenca de genes que sofram haploinsuficiéncia

ou dose dependéncia;

f) Heranga genética da CNV (herdada ou de novo).



39

Para tal foram utilizados os seguintes bancos de dados: DECIPHER (Database
of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl Resources,

http://decipher.sanger.ac.uk/) e ISCA (The International Standard Cytogenomic

Array; https://www.iscaconsortium.org/); CLINVAR (Clinically relevant Variants

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/); UCSC (University of California, Santa Cruz

Genome Browser; http://genome.ucsc.edu/); OMIM (Online Mendelian Inheritance for

Man; https://www.omim.org) e PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

Plataformas disponiveis na web que auxiliam na interpretacdo das CNVs compilando
informagdes dos diversos sites referidos anteriormente como o Scripps Genome

ADVISER CNV http://genomics.scripps.edu/ADVISER/ também foram utilizadas

para auxiliar na interpretacdo dos achados.

O conteudo génico da CNV de interesse clinico foi avaliado quando a
probabilidade de ser ndo tolerante a perda de fung¢do do gene (pLi), sugerindo
haploinsuficiéncia do gene avaliado na regido (HAN, 2018). Quanto mais préoximo a
I, maior a chance do gene avaliado sofrer interferéncia pela haploinsuficiéncia
encontrada.

Recentemente, foi publicado pelo ACMG e pelo Clinical Genomic Resource
(ClinGen) uma atualizacdo para a avaliagdo das CNVs (RIGGS; ANDERSEN;
CHERRY; KANTARCI et al.,, 2020). Essa atualizagdo propde uma avaliagdo
semiquantitativa dos critérios de patogenicidade, a fim de promover consisténcia e

reprodutibilidade nas avaliagdes das CNVs.

Tabela 3 - Critérios utilizados para a classificacio das CNVs de acordo com sua
patogenicidade

Critérios principais CNVs patogénicas CNVs benignas

Alteracao sobreposta as regides

descritas em individuos

saudaveis ou polimorficas (por

exemplo, DGV)

Alteracao sobreposta as regides

com duplicagdes e delegoes

reportadas em pacientes com X
fenotipos alterados (por

exemplo, DECIPHER)

CNYV contém gene(s) OMIM ou

X

ja relacionados a doengas X
previamente (PubMed)
CNV rica em genes X

CNYV pobre em genes X
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Critérios Secundarios CNVs patogénicas CNVs benignas
CNV ¢é uma delegao X
CNYV ¢ uma duplicagao X
CNYV ¢ uma amplificacdo (ganho X
de mais de uma copia)
CNYV de tamanho > 3 Mb X
CNV ndo tem genes € €
desprovida de elementos X

regulatorios conhecidos

DGV: Database of Genomic Variants, DECIPHER: Database of Chrmossomal Imbalance and
Phenotype in Humans Using Ensembl Resources, OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man.
(adaptada de Lee et al)

De acordo com a estratégia descrita acima, as dele¢des e duplicacdes
encontradas nos pacientes selecionados foram categorizadas como patogénicas,
quando sobrepostas a outras CNVs relatadas na literatura conhecidamente
relacionados a doenga em humanos. Essas CNVs preencheram a maioria dos critérios
de patogenicidade do ACMG e possuiam pontuacdo maior ou igual a 0,99 pelo
critério semiquantitativo. As CNVs foram classificadas como provavelmente
patogénicas, quando ocorriam em regido gendmica contendo gene(s) associados ao
fenotipo apresentado pelo paciente, era rara e ndo polimoérfica, porém sem uma
sindrome bem estabelecida causada por CNVs naquela regido cromossdmica e com
pontuacao entre 0,90 e 0,98 pelo critério semiquantitativo. As CNVs foram
categorizadas como benignas ou provavelmente benignas quando nenhum dos
critérios de patogenicidade foi atendido, associado a uma caracteristica polimorfica ou
presente em individuos saudaveis nos bancos de dados e possuiam pontuagdo menor
ou igual a -0,90 pelo critério semiquantitativo. Por fim, as CNVs foram classificadas
como variantes de significado clinico incerto (VUS), quando foram incapazes de
serem classificadas em uma das outras trés categorias mencionadas acima e possuiam
pontuacao entre -0,89 a 0,89 pelo critério semiquantitativo. O padrao de heranga (de
novo ou herdadas) das CNVs foi avaliada naqueles individuos com CNVs patogénicas

ou provavelmente patogénicas e com DNA dos pais disponivel para analise.
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5. RESULTADOS

Vinte e dois pacientes com DDS associados a outros fenétipos malformativos
foram avaliados utilizando a técnica de microarray (SNP-array). A descricdo das
caracteristicas fenotipicas da amostra de pacientes incluidos encontra-se na Tabela 4.

Oito pacientes foram recém-nascidos prematuros ou pequenos para idade
gestacional (PIG). Cinco pacientes apresentaram malformagdes anorretais, sete
cardiopatia congénita, dois desses com necessidade de correcdo cirurgica.
Malformagdes renais e anatomicas do SNC estavam presentes em trés pacientes cada
uma; e dois pacientes eram obesos. Atraso no DNPM em graus variados, assim como
malformagdes de extremidades foram observadas em todos os pacientes.

Ap0s a realizagdo de cariotipo com bandeamento G (minimo de 20 células
analisadas), dezesseis pacientes foram classificados como DDS 46,XY, cinco
pacientes como DDS 46,XX, e um paciente com DDS cromossomico e cariotipo
47,XYY. Alteragdes identificadas ao caridtipo em autossomos estavam presentes em
trés dos pacientes com DDS 46,XY: paciente nimero 7 com cariotipo 46,XY del 10q;
paciente nimero 13 com cariotipo 46,XY del 1q; e paciente numero 14 com

transloca¢do balanceada e cariotipo 46,XY, t(3;9).



Tabela 4 - Classificacdo do DDS, caracteristicas clinicas e da genitalia externa dos participantes do estudo.
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Identificacdo Classificaciao
do do DDS Malformacdes associadas Atipia genital *EMS / **Prader Derivados Mullerianos
participante
0o/
1 DDS 46,XX Dismorfismo facial, ADNPM, cardiopatia Clitoromegalia, fusdo
congénita, malformagdes em extremidades parcial grandes labios
2 DDS 46,XX Dismorfismo facial, ADNPM, cardiopatia Masculina tipica 12/V
testicular congénita, malformagdes em extremidades
2.5/11
3 DDS 46,XX  Dismorfismo facial, ADNPM, malformag¢des Clitoromegalia, orificio
ovario- em extremidades unico perineal, gonada
testicular palpavel inguinal
25/1V
4 DDS 46,XX Dismorfismo facial, ADNPM, cardiopatia Hipospadia proximal,
congénita, MR, malformag¢des em bolsa bifida, criptorquidia
extremidades bilateral
2.5/11
5 DDS 46, XX  Dismorfismo facial, ADNPM, malformac¢ao Clitoromegalia, Fusao
em SNC, convulsdo, Hipoacusia, amaurose  parcial dos grandes labios,
bilateral, Hipogonadismo hipogonadotrofico, orificio perineal tinico,
malformagdes em extremidades, gonadas ndo palpadas
Obesidade
5.5
6 DDS 46,XY  Catarata congénita, ADNPM, malformagdes Micropénis, hipospadia
em extremidades distal, criptorquidia
bilateral
5.0
7 DDS 46,XY Dismorfismo facial, ADNPM, hipoacusia, Hipospadia proximal,
del 10q PIG, cardiopatia congénita, MAR, criptorquidia bilateral

malformacgdes em extremidades
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Identificacdo Classificacao
do do DDSG Malformacdes associadas Atipia genital *EMS / **Prader Derivados Mullerianos
participante
8.0 -
8 DDS 46,XY  Dismorfismo facial, ADNPM, malformac¢ao Micropénis, hipospadia
em extremidades
9.0 -
9 DDS 46, XY Dismorfismo facial, ADNPM, Convulsao, Agenesia de falus
MAR, obesidade, malformagdes em
extremidades
1.0 -
10 DDS 46, XY Dismorfismo facial, ADNPM, prematuro, Hemifalus, criptorquidia
MR, malformacdo parede abdominal, MAR, bilateral
malformagdes em extremidades
3.0 -
DDS 46, XY Dismorfismo facial, ADNPM, PIG, Micropénis, hipospadia,
11 Prematuro, malformagdes em extremidades criptorquidia bilateral
DDS 46,XY Dismorfismo facial, ADNPM, cardiopatia Criptorquidia bilateral, 9.0 -
12 congénita, PIG, malformagdes em Hipospadia
extremidades, Frouxiddo ligamentar
13 DDS 46,XY  Dismorfismo facial, ADNPM, malformagdes  Hipospadia, criptorquidia 8.0 -
del 1q em extremidades, Prematuro bilateral
14 DDS 46,XY, Dismorfismo facial, ADNPM, PIG, Hipospadia, criptorquidia 9.0 -
t(3;9) cardiopatia congénita, malformagdes em bilateral
extremidades
15 DDS 46,XY  Dismorfismo facial, ADNPM, malformagdo  Hipospadia, Criptorquidia 9.5 -
SNC, Malformagdo em extremidades
16 DDS Dismorfismo facial, ADNPM, malformac¢do Clitoris normal, fusdo 2.5 -
47,XYY toracica, malformagoes em extremidades parcial dos grandes labios,

dois orificios perineais,
gonadas ndo palpadas
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Identificacdo Classificacao
do do DDS Malformacdes associadas Atipia genital *EMS / **Prader Derivados Mullerianos
participante
17 DDS 46, XY Dismorfismo facial, craniosinostose, Pénis curvo, Criptorquidia 11 -
ADNPM, prematuridade, insuficiéncia bilateral
adrenal primaria
18 DDS 46, XY Dismorfismo facial, ADNPM, prematuro, = Transposi¢do peno 10 -
cardiopatia congénita escrotal, Hipospadia
proximal
19 DDS 46, XY Dismorfismo facial, ADNPM Micropenis, transposi¢aoo 6.5 -
penoescrotal, hipospadia
proximal, criptorquidia
unilateral
20 DDS 46, XY Dismorfismo facial, ADNPM, MAR, Hipospadia proximal 10 -
malformagao em extremidades
21 DDS 46,XY  Dismorfismo facial, ADNPM, malformagdo  Criptorquidia bilateral 10.5 -
em SNC, Obesidade
22 DDS 46, XY Dismofismo facial, ADNPM, microcefalia,  Hipospadia, criptorquidia 8.5 -
r(13) PIG, MAR, MR bilateral

DDS: diferencas/disturbios do desenvolvimento sexual; ADNPM: atraso do desenvolvimento neuropsicomotor; SNC: sistema nervoso central; MAR:
malformacao anorretal. PIG: pequeno para idade gestacional; MR: malformacao renal; EMS: escore de masculinizacdo genital; +: presente; -: ausente
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Resultados dos arrays

Um total de 229 CNVs foram identificadas nos 22 pacientes estudados,
perfazendo uma média de 10,4 CNVs por paciente (Figura 4). O paciente com menor
numero de CNVs apresentou apenas uma CNV enquanto o paciente com o maior
nimero de CNVs apresentou 34. O tamanho das CNVs encontradas variou de 2,8Kb a
44 5Mb. Foram também identificadas 37 regides com perda de heterozigose (LOH)
no genoma de seis pacientes. Dois deles (paciente 12 e 16) concentraram 31 das 37
regides com perda de heterozigoze, ambos com historia de consanguinidade entre os
genitores.

Das 229 CNVs encontradas, 126 eram dele¢des, 66 duplicacdes ¢ 37 LOH.
Apos andlise criteriosa, apenas nove CNVs em seis pacientes foram consideradas
patogénicas ou provavelmente patogénicas. Sessenta e cinco CNVs foram
consideradas VUS, e as restantes 155 foram classificadas como benignas. A maioria
das CNVs portanto foi considerada benigna ou variante de significado incerto.

A seguir serdo detalhados os resultados dos arrays em pacientes nos quais

CNVs categorizadas como patogénicas foram identificadas (Tabelas 5 e 6).
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22 individuos
avaliados

9 patogénica e prov.

229 CNVs patogénica
encontradas 65 VUS
155 benignas

126 delecbes

4 patogénicas

1 prov. patogénica

66 duplicacoes 37 LOH

4 patogénicas

Figura 4. Fluxograma das CNVs obtidas a partir da avaliacio dos participantes

por SNP-array.
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
del (x1) 1p21.1 50,832 106,164,198 106,215,029 Benigna
del (x1) 1q31.3 109,088 196,716,541 196,825,628 VUS
dup (x3) 2pl6.3 56,752 52,030,134 52,086,885 Benigna
del (x1) 5pl5.2 31,341 9,902,403 9,933,742 Benigna

9 CNVs; .

1 3 dup, 5 del, 1 LOH dup (x3) 5q23.2 48,552 123,009,413 123,057,964 Benigna
del (x1) 6p21.33 2,831 31,338,528 31,341,357 Benigna
del (x1) 7q34 41,979 142,430,044 142,472,022 Benigna
dup (x3) 12p13.31 97,569 8,003,758 8,101,326 Benigna

LOH Xpll1.21-ql2 11,020,888 55,982,443 67,003,330 VUS
del (x1) 3929 1,735,367 195,677,895 197,413,261 Patogénica
del (x1) 4q22.3-q23 390,823 98,575,319 98,966,141 Benigna
del (x1) Tpl4.1 7,82 38,300,919 38,308,738 Benigna

5 11 CNVs; del (x1) Tpl4.1 39,221 38,341,226 38,380,446 Benigna

2 dup, 9 del
del (x1) 7q34 170,959 142,328,771 142,499,729 VUS
del (x1) 12¢g23.1 119,243 99,643,543 99,762,785 VUS
del (x1) 12q24.33 94,391 131,730,735 131,825,125 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
del (x1) 14q11.2 5,465 22.915,816 22,921,280 Benigna
del (x1) Xp22.33 826,442 2,697,868 3,524,309 VUS
dup (x3) Xqg21.31 1,339,810 88,889,091 90,228,900 VUS
dup (x3) Xqg21.31-g21.32 571,211 91,601,729 92,172,939 Benigna
dup (x3) 1p36.22 61,229 9,321,241 9,382,469 VUS
del (x1) 1923.3 136,024 161,511,911 161,647,934 Benigna
del (x1) 3q26.1 141,605 167,207,837 167,349,441 VUS

8 CNVS; .

3 3 g, Sael del (x1) Tplé4.1 64,661 38,292,663 38,357,323 Benigna
del (x1) 7q34 106,908 142,430,044 142,536,951 Benigna
dup (x3) 13q12.11 234,582 20,224,387 20,458,968 Benigna
del (x1) 19q13.31 116,061 43,647,130 43,763,190 Benigna
dup (x3) 19q13.42 30,155 53,961,989 53,992,143 Benigna
dup (x3) 1p21.1 18,897 104,109,722 104,128,618 Benigna

4 11 CNVs; del (x1) 3pll.1 109,246 89,493,167 89,602,412 VUS

4 dup, 6 del, 1 LOH dup (x3) 4ql12 16,965 58,081,590 58,098,554 Benigna
del (x1) 6p21.33 93,386 31,360,255 31,453,640 Benigna
del (x1) 7p21.2 64,099 14,987,656 15,051,754 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
dup (x3) 7q11.21 114,567 62,167,336 62,281,902 Benigna
del (x1) 11p15.1 26,76 21,189,086 21,215,845 Benigna
del (x1) 13q31.1 5421 84,103,707 84,157,927 Benigna
del (x1) 19p12 89,05 20,626,179 20,715,228 Benigna
dup (x3) Xq21.33 1,559,583 93,857,455 95,417,037 VUS

LOH 11pl1.2-q11 7,840,623 47,372,087 51,591,253 VUS
del (x1) Tpl4.1 109,425 38,295,996 38,405,421 Benigna
del (x1) 8pl1.22 162,584 39,226,335 39,388,919 Benigna
dup (x3) 10q11.21 254,359 42,831,201 43,085,560 Benigna

5 ; zg}\zvsap dup (x3) 10q11.22 1,245,092 46,975,076 48,220,168 Benigna
dup (x3) 15q15.3 119,331 43,888,206 44,007,537 Benigna
del (x1) Xp22.33 9,031.430 2,693,466 11,724,896 Patogénica
dup (x1) Ypl1.31 7,118,436 2,650,424 9,768,860 Patogénica
del (x1) 1q21.3 7,883 154,943,881 154,951,763 VUS
del (x1) 3pl4.2 63,385 60,746,530 60,809,914 Benigna
del (x1) 6p22.1 17,199 30,229,306 30,246,504 Benigna
del (x1) 9q22.33 128,166 100,943,397 101,071,562 VUS

¢ o
del (x1) 10q24.32 12,043 103,988,265 104,000,307 Patogénica
del (x1) 14q24.2 196,668 73,086,151 73,282,818 VUS
del (x1) 15q22.33 52,216 67,322,068 67,374,283 VUS
del (x1) 15q26.3 41,468 99,207,345 99,248,812 VUS

7 9 CNVs; dup (x3) 2p16.1 42,832 57,402,640 57,445,471 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
5 dup, 4 del
del (x1) 2q37.3 100,776 242,947,985 243,048,760 Benigna
del (x1) 3p26.1 142,421 4,110,799 4,253.219 Benigna
del (x1) Tpl12.1 124,507 53,465,744 53,590,250 Benigna
dup (x3) 8p21.3 187,278 22,147,333 22,334,610 VUS
del (x1) 10925.3-q26.2 11,666,415 118,087,298 129,753,712 Patogenico
dup (x3) 12p11.21 113,361 31,296,219 31,409,579 Benigna
dup (x3) 14q11.2 35,135 21,358,155 21,393,289 Benigna
dup (x3) 17q25.3 24,304 77,367,698 77,392,001 Benigna
del (x1) 1931.3 78,454 196,823,300 196,901,753 Benigna
4 CNVs;

8 2 dup, 2 del del (x1) 12q14.1 34,807 58,110,211 58,145,017 VvUS
dup (x3) 15q21.3 147,231 57,644,533 57,791,763 Benigna
dup (x3) 19p13.12 50,853 15,780,017 15,830,869 Benigna
dup (x3) 6q12 175,385 64,616,024 64,791,408 Benigna

9 3 CNVs; del (x1) 20q13.13 277,3 47,797,653 48,074,952 VUS

1 dup, 2 del
del (x0) Xq25 186,401 125,098,776 125,285,176 Benigna
10 9 CNVs; dup (x3) 2p22.3 697,651 32,633,569 33,331,219 Benigna
4 dup, 3 del, 2 LOH del (x1) Tpld.1 50,423 38,292,663 38,343,085 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
dup (x3) 7p12.3 32,51 47,991,245 48,023,754 Benigna
del (x1) 14q11.2 122,013 22,791,563 22,913,575 Benigna
del (x1) 19q13.31 64,32 44,874,369 44,938,688 Benigna
dup (x2) Xq24 20,384 116,869,914 116,890,297 Benigna
dup (x2) Xq28 67,883 148,734,633 148,802,515 Benigna

LOH 1925.1-g25.3 6,931,601 175,374,390 182,305,990 Benigna
LOH 2pl12-q11.2 21,751,720 79,641,996 101,393,715 Benigna
dup (x3) 1q44 859,521 247,828,797 248,688,317 Benigna
dup (x3) 3p25.2 96,358 12,631,605 12,727,962 Benigna
dup (x3) 3923 80,299 142,210,192 142,290,490 Benigna
o 13 CNVs; del (x1) 6926 26,819 162,993,672 163,020,490 Benigna
5 dup, 8 del
del (x1) 13g31.1 54,221 84,103,707 84,157,927 Benigna
del (x1) 14q11.2 62,859 21,359,808 21,422,666 Benigna
del (x1) 14q11.2 50,357 21,359,808 21,422,666 Benigna
del (x1) 16q23.2 90,657 80,491,318 80,581,974 VUS
del (x1) 17q21.31 4,228 43,998,328 44,002,555 VUS
del (x1) 19q13.2 33,106 41,973,609 42,006,714 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
dup (x3) 19q13.33 107,055 50,486,939 50,593,993 Benigna
dup (x3) 21q22.3 30,556 43,538,093 43,568,648 VUS
dup (x3) 8p23.1 42,651 8,101,641 8,144,291 Benigna
dup (x3) 10q26.3 126,747 135,351,137 135,477,883 VvUS

LOH 1p31.3-p22.3 20,243,253 65,148,312 85,391,564 Benigna
LOH 2p24.1-p22.3 14,258,850 20,719,131 34,977,980 Benigna
LOH 3pll.1-q13.12 18,414,533 88,859,724 107,274,256 Benigna
» 16 CNVs: LOH 4p12-q13.2 23,538,747 45,896,156 69,434,902 Benigna
2 dup, 14 LOH
LOH 4q24-q28.3 30,398,259 103,121,043 133,519,301 Benigna
LOH 5p13.3-q13.3 43,796,698 31,993,822 75,790,519 Benigna
LOH 5q34-q35.2 12,272,708 162,737,689 175,010,396 Benigna
LOH 6p25.3-p25.1 4,442,767 108,666 4,551,432 Benigna
LOH 12q13.12-g21.1 21,360,478 50,326,176 71,686,653 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
LOH 13q14.11-q14.13 3,533,171 43,754,772 47,287,942 Benigna
LOH 13922.3-q31.3 16,011,481 78,034,564 94,046,044 Benigna
LOH 17q12-q25.3 41,172,484 36,495,096 77,667,579 Benigna
LOH 20p12.2-q13.12 32,413,691 10,081,800 42,495,490 Benigna
LOH 22ql11.1-q11.23 9,544,282 16,114,244 25,658,525 Benigna
del (x1) 1q21.2 544,654 148,823,793 149,368,446 Benigna
del (x1) 2pl11.2 787,506 89,452,968 90,240,473 Benigna
del (x1) 2q37.3 111,84 242.917,734 243,029,573 Benigna
9 CNVs;

13 2 dup, 5 del, 2 LOH LOH 3pll.d 5,453,336 88,377,271 93,830,606 VUS
dup (x3) 4p15.1 430,186 31,641,279 32,071,464 Benigna
dup (x3) 7p22.3 41,144 46,239 87,382 Benigna
del (x1) 14q32.2 135,211 98,852,082 98,987,292 Benigna
del (x1) 15q11.2 855,624 21,903,815 22,759,438 Benigna

LOH l6pl1.2-q12.1 16,591,589 31,464,296 48,055,884 VUS

14 24 CNVs; del (x1) 1p31.1 74,82 84,615,595 84,690,414 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
2 dup, 22 del
del (x1) 3q13.31 38,936 114,718,210 114,757,145 VvUS
del (x1) 4p15.31 48,359 17,846,522 17,894,880 VvUS
dup (x3) 4q12 43,295 58,055,260 58,098,554 Benigna
del (x1) 49213 6,923 87,130,227 87,137,149 Benigna
del (x1) 5pl13.2 10,066 36,883,707 36,893,772 VvUS
del (x1) 5pl13.2 21,153 36,988,613 37,009,765 VvUS
del (x1) 6p22.1 12,402 29,341,007 29,353,408 Benigna
del (x1) 6p21.1 16,311 45,302,654 45,318,963 Benigna
del (x1) 7p21.3 49,982 8,800,804 8,850,785 Benigna
del (x1) Tpl4.1 47,625 38,297,145 38,344,769 Benigna
del (x1) 8q24.23 174,844 137,682,484 137,857,327 Benigna
del (x1) 9p24.1 82,008 4,999,773 5,081,780 VvUS
del (x1) 10q23.31 11,209 89,634,265 89,645,473 Benigna
del (x1) 10q24.2 89,599 100,818,115 100,907,713 Benigna
del (x1) 11p15.2 5,224 16,148,559 16,153,782 Benigna
del (x1) 11g22.3 133,649 103,021,106 103,154,754 Benigna
del (x1) 12p12.1 9,123 24,362,981 24,372,103 VvUS
del (x1) 12q12 106,099 39,947,325 40,053,423 Benigna
del (x1) 12q23.3 11,271 103,989,950 104,001,220 VvUS
del (x1) 13q31.3 13,286 92,733,829 92,747,114 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
del (x1) 17q11.2 33,587 29,526,346 29,559,932 VvUS
dup (x3) 17q21.31 414,334 44,165,803 44,580,136 VvUS
del (x1) 20q13.12 43,554 44,336,716 44,380,269 Benigna
del (x1) 1921.3 5,641 154,943,881 154,949,521 VUS
del (x1) 2pl1.2 130,177 85,492,141 85,622,317 VUS
del (x1) 6p25.2 29,48 2,437,996 2,467,475 Benigna
dup (x3) 6p21.31 29,522 35,512,955 35,542,476 Benigna
del (x1) 9q34.11 12,021 130,601,841 130,613,861 VUS
del (x1) 12q13.3 124,867 56,625,045 56,749,911 VUS
del (x1) 13q31.3 7,204 93,011,746 93,018,949 Benigna

15 CNVs;
15 .

5 dup, 10 del dup (x3) 14q11.2-q12 6,589,078 19,280,733 25,869,811 Patogénica
dup (x3) 14q32.33 227,348 106,603,101 106,830,448 Benigna
del (x1) 17p13.2 98,874 4,847,452 4,946,325 VUS
del (x1) 17q21.31 17,051 43,986,396 44,003,446 VUS
dup (x3) 19q13.31 29,404 44,858,873 44,888,276 Benigna
dup (x3) 19q13.41 27,868 53,521,083 53,548,950 Benigna
del (x1) 21p11.2-q21.3 12,714,972 14,613,203 27,328,175 Patogenica
del (x1) 22q13.31 20,889 45,973,615 45,994,503 VUS



56

Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
del (x1) 1q21.3 37,828 154,943,881 154,981,708 VvUS
del (x1) 1q32.1 146,127 204,262,260 204,408,386 VUS
del (x1) 2935 175,085 218,853,391 219,028,475 Benigna
dup (x3) 4931.21 199,046 144,825,754 145,024,799 Benigna
del (x1) 5p15.33 85,22 1,992,423 2,077,642 Benigna
del (x1) 6p25.3 49,815 1,742,794 1,792,608 VvUS
del (x1) 6p21.33 13,399 31,496,569 31,509,967 VvUS

34 CNVs;
16 6 dup, 11 del,
17LOH dup (x3) 7p22.3 23,986 44,935 68,92 Benigna
dup (x3) 7q922.1 159,093 100,968,363 101,127,455 Benigna
del (x1) 8q24.3 113,627 142,877,020 142,990,646 Benigna
del (x1) 13q12.3 110,172 30,515,553 30,625,724 Benigna
del (x1) 14932.13 80,559 96,025,715 96,106,273 Benigna
del (x1) 15q15.1 62,257 42,274,461 42,336,717 Benigna
del (x1) 17p13.3 63,537 8,547 72,083 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
dup (x2) Xp22.33 929,367 60,814 990,18 VvUS
dup (x2) Xp22.33 2,055,410 2,689,575 Benigna
dup (x2) Xq28 303,022 154,933,691 155,236,712 VvUS

LOH 1p32.3-p31.3 9,172,553 54,376,730 63,549,282 Benigna
LOH 1q42.3-q43 3,632,139 234,908,088 238,540,226 Benigna
LOH 3925.2-q26.32 21,399,813 154,812,696 176,212,508 Benigna
LOH 4q35.1-q35.2 3,962,326 186,125,842 190,088,167 Benigna
LOH 6p24.3-p22.3 6,223,690 10,586,006 16,809,695 Benigna
LOH 6q22.31-q27 41,538,445 125,417,294 166,955,738 Benigna
LOH 7p22.3-p22.2 4,128,512 83,185 4,211,696 Benigna
LOH 7p21.3-pl4.1 24,064,062 13,290,030 37,354,091 Benigna
LOH 11p13-q13.4 34,933,308 35,874,466 70,807,773 Benigna
LOH 11923.3-q24.2 6,790,045 118,475,098 125,265,142 Benigna
LOH 12q13.13-q22 44,329,236 51,774,695 96,103,930 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
LOH 12g23.1-q24.11 10,562,921 99,598,289 110,161,209 Benigna
LOH 12q24.31-q24.33 5,291,237 125,147,543 130,438,779 Benigna
LOH 12q24.33 3,006,201 130,771,445 133,777,645 Benigna
LOH 14q32.2-q32.31 4,430,986 97,568,613 101,999,598 Benigna
LOH 17q22-q24.1 9,757,169 53,347,953 63,105,121 Benigna
LOH 22ql1.1-q11.21 4,662,600 16,114,244 20,776,843 Benigna
del (x1) 1p13.3 224,157 108,762,011 108,986,168 Benigna
del (x1) 1p13.3 141,429 109,659,747 109,801,176 VUS
del (x1) 2p21 17,312 45,177,541 45,194,853 Benigna
del (x1) 2q32.1 128,347 183,881,657 184,010,004 VUS
dup (x3) 4p16.1 225,286 10,128,354 10,353,640 Benigna
i 16 CNVs; del (x1) Tpld.1 67,349 38,319,671 38,387,020 Benigna
11 del, 5 dup del (x1) 8q21.13 20,916 82,548,968 82,569,884 Benigna
dup (x3) 8g24.3 105,049 140,540,010 140,645,059 VUS
dup (x3) 8g24.3 291,069 144,662,824 144,953,893 VUS
del (x1) 9q33.3 200,37 127,554,115 127,754,485 VUS
dup (x3) 9q34.3 581,390 139,268,640 139,850,030 VUS
del (x1) 11ql1 101,362 55,373,994 55,475,356 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
dup (x3) 16p13.3 93,947 2,119,093 2,213,040 Benigna
del (x1) 17q23.2 212,064 58,525,036 58,737,100 Benigna
del (x1) 22ql11.21 35,292 21,267,362 21,302,654 Benigna
del (x1) Xp22.33 ou Ypl11.32 221,475 881,110 ou 831,110 1,102,585 ou 1,052,585 Benigna
del (x1) 6p25.3 48,008 254,253 302,261 Benigna
del (x1) 15q15.3 87,286 43,889,121 43,976,407 Benigna
del (x1) 15q22.2 148,665 62,179,154 62,327,819 Benigna

18 6Zi§NlVdSl,1p del (x1) l6pl1.2 352,147 32,538,292 32,890,439 Benigna
’ del (x1) 17q23.2 32,681 59,900,867 59,933,548 VUS

dup (x3) 22q11.22 367,163 22,901,370 23,268,533 Benigna

del (x1) 22q11.23 12,555 23,577,098 23,589,653 Benigna

del (x1) Tplé4.1 112,874 38,292,547 38,405,421 Benigna
19 1 3d§NZV§1,Jp dup (x3) 19p13.3 426,314 1,186,541 1,612,855 VUS
’ dup (x2) Xp22.33 ou Ypl1.32 506,689 999,765 ou 949,765 1,506,454 oul,456,454 VUS

20 ! IC(Ii\?l/; del (x1) 6p25.3 48,008 254,253 302,261 Benigna

21 7 CNVs; del (x1) 2q31.1 187,157 171,812,327 171,999,484 Benigna
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Tabela 5 - Variacoes do nimero de copias gendomicas (CNVs) identificadas nos pacientes com DDS sindréomico avaliados no estudo.

Paciente  Numero de CNVs/Tipo  CNV (Del/Dup)  Localizagdo Cromossdémica Tamanho (pb) Inicio Final Classificagao
4 del, 3 dup dup (x3) 10g26.3 242,395 135,183,991 135,426,386 VvUS
del (x1) 17q23.2 32,681 59,900,867 59,933,548 Benigna
del (x1) 19q13.2 9,859 42,414,743 42,424,602 Benigna
del (x1) Xp22.33 55,412 1,356,077 1,411,489 Benigna
dup (x2) Xql3.1 58,263 70,389,928 70,448,191 Benigna
dup (x2) Xql3.1 57,423 70,479,822 70,537,245 VUS
dup (x3) Tpll.2 5,704,390 57,597,642 63,302,032 VUS
dup (x3) 13g33.1 1,440,373 102,759,942 104,200,315 VUS
22 1 zg}\z\ﬁap del (x1) Mosaico 13g33.1 10,925,244 104,182,489 115,107,733 Patogénica
del (x1) 13g33.1 10,901,934 104,205,799 115,107,733 Patogénica
dup (x3) l6pl1.2 1,311,590 32,892,213 34,203,803 Benigna
dup (x3) 20p11.21 3,952,058 25,592,793 29,544,851 Benigna

DDS: disttrbio/diferenga do desenvolvimento sexual; CNV: variagdo do nimero de copias genomicas; del: delecdo; dup: duplicacao; LOH: perda do estado
heterozigoto; (x1): 1 copia gendmica; (x2): 2 copias gendmicas; (x3): 3 copias gendmicas; VUS: variante de significado incerto
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O contetido génico das CNVs patogénicas e provavelmente patogénicas identificadas nos pacientes portadores de DDS utilizando a

técnica de SNP-array estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6 - Contetido génico das CNVs patogénicas e provavelmente patogénicas encontradas nos pacientes utilizando a técnica de SNP-
array

Genes afetados
Paciente Alteracio Classificacao
(Numero OMIM)

Presenga de material de
7 Mb naregido Yp
Inicio: 2,661,306
Fim: 9,690,184

SRY (480000), RPS4Y1 (470000), ZFY (490000), TGIF2LY (400025), PCDHI1Y (400022), AMELY (410000),
TBLIY (400033), PRKY (400008), TSPY! (480100) Patogénica

TFRC (190010), SLC514 (612084),

) Delefea"ig 31’32@ na PCYTIA (123695), RNF168 (612688), WDRS3 (615110), NRROS (615322), PIGX (610276), PAK2 (605022), Patogenica
Iniciosw s 6C177 wos.  SENPS (612845), NCBP2 (605133), PIGZ (611671), MFI2 (155750), DLGI (611014), BDHI (603063), KIA40226
Fim: 197,413,261. (613516)
Presenga de material de
s 7,IMb na regido SRY (480000), RPS4Y1 (470000), ZFY (490000), TGIF2LY (400025), PCDHI1Y (400022), AMELY (410000), Patosdnica
Ypl11.31 TBLIY (400033), PRKY (400008), TSPYI (480100) g
Inicio: 2,650,424
Fim: 9,768,860
XG (300879), GYG2 (300198), ARSD (300002), ARSE (300180), ARSH (300586), ARSF (300003), MXRAS5
Delecio de 9 Mbna  (300938), PRKX (300083), NLGN4X (300427), VCX34 (300533), PUDP (306480), STS (300747), VCX (300229),
5 regido Xp22.33 PNPLA4 (300102), VCX2 (300532), ANOSI (300836), FAM9A (300477), FAM9B (300478), TBL1X (300196), Patogénica
Inicio: 2,693,466 GPR143 (300808), SHROOM? (300103), CLCN4 (302910), MID1 (300552), HCCS (300056), ARHGAP6
Fim: 11,724,896 (300118), AMELX (300391)
6 Dl 6 Provavelmente
12,043 bp no PITX3 (602669), ELOVL3 (611815)

cromossomo 10q24.32;



Inicio: 103,988,265;
Fim: 104,000,307

Delegdo de 11,6Mb no
cromossomo 10g25.3-
q26.2;

Inicio: 118,087,298;
Fim: 129,753,712.

Duplica¢ao de 6,5MB
Nno Cromossomo
15 14q11.2-q12
Inicio: 19,280,733;
Fim: 25,869,811

PNLIP (246600), PNLIPRP! (604422) PNLIPRP2 (604423), HSPAI2A (610701), KIAA1598 (611171), VAXI
(604294), KCNK18 (613655), SLCI8A2 (193001), PDZDS (614235), EMX20S (607637), EMX2 (600035),
RABIIFIP2 (608599), CASC2 (608598), PRLHR (600895), NANOSI (608226), EIF3A4 (602039), PRDX3

(604769), GRKS (600870), RGS10 (602856), TIALI (603413), BAG3 (603883), INPPSF (609389), MCMBP
(610909), WDRI11 (606417), FGFR2 (176943), ATEI (607103), NSMCE4A (612987), TACC2 (605302),
PLEKHAI (607772), ARMS? (611313), HTRAI (602194), DMBT! (601969), PSTK (611310), IKZF5 (606238),
ACADSB (600301), HMX3 (613380), HMX2 (600647), BUB3 (603719), GPR26 (604847), CHST15 (608277), OAT
(613349), FAM175B (611144), ZRANBI (611749), CTBP2 (602619), MMP21 (608416), UROS (606938), BCCIP
(611883), DHX32 (607960), FANKI (611640), ADAM12 (602614), DOCKI (601403), NPS (609513), PTPRE
(600926)

OSGEP (610107), APEX (107748), PNP (164050), RNAE9 (614014), TRNAPI (189930), TRL-AAG2-1
(189932), TRNAP2(189931), TRNAT? (189933), ANG (105850), RNASE4 (601030), EDDM3A (611580 ),
FAMI2B (611582), RNASE6 601981 ), RNASEI (180440 ), RNASE3 (131398), RNASE?2 (131410), METTL17
(616091), SLC39A42 (612166), NDRG2 (605272), TPPP2 (616956), RNASE7(612484), RNASES(612485), SOLO
(610018), ZNF219 (605036), HNRNPC (164020), RPGRIPI (605446), SUPTI6H (605012), CHDS
(610528), RAB2B (607466), TOX4 (614032), METTL3 (612472) SALL2 (602219), TRDC (186810), TRAC
(186880), DAD1(600243), OXAIL (601066), SLC7A7 (603593), MRPL52 (611856), MMP14 (600754), LRP10
(609921), REM2 (616955), PRMTS (604045), HAUS4 (613431), AJUBA 609066), PSMB5 (600306 ), PSMB11
(611137 ), CDH24 (618599 ), ACINI (604562 ), CEBPE (600749 ), SLC7AS (604235 ), HOMEZ, KIAA1443
(608119 ), BCL2L2 (601931 ), PABPNI (602279 ), SLC22417 (611461 ), EFS (609906 ), IL25 (605658 ), CMTMS
(607888 ), MYHS6 (160710 ), MIR208A4 (611116 ), MYH7 (160760 ), MHRT (616096 ), MIR208B (613613 ), NGDN,
NGD (610777 ), THTPA (611612 ), ZFHX2 (617828 ), AP1G2 (603534 ), DHRS2 (615194 ), DHRS4ASI
(616925 ), DHRS4 (611596 ), DHRS4L2 (615196 ), DHRS4LI (615195 ),

LRRCI6B (614716 ), CPNE6 (605688 ),NRL (162080 ), PCK2 (614095 ), ARVD3 (602086 ),
DFNB5(600792 ), SPG32 (611252 ), DCAF11 (613317 ), FITMI (612028 ),PSME] (600654 ), PSME2 (602161 ),
RNF31 (612487 ), IRF9 (147574 ), RECSLI (608193 ), TM9SF1 (618965 ), TSSK4 (610711 ), CHMP4A (610051 ),

NEDDS (603171 ),GMPR?2 (610781 ), TINF2 (604319 ), TGM1 (190195 ), RABGGTA (601905 ),
DHRSI(610410 ), NOP9 (618308 ), CIDEB (604441 ), LTB4R2 (605773 ), LTBA4R (601531 ), ADCY4 (600292 ),
RIPK3 (605817 ),

NFATC4 (602699 ), CBLN3 (612978 ), SDR39UI (616162 ),CMAI (118938 ), CTSG (116830 ), GZMH (116831 ),

63

patogénica

Patogénica

Patogénica



Delegao de 12,7MB no
cromossomo 21p11.2-
q21.3
Inicio:14,613,203;
Fim: 27,328,175

15

Delecao de 10,9Mb no
22 cromossomo 13q33.1;
Inicio: 104,182,489
Fim: 115,107,733

64

GZMB (123910 ), STXBP6 (607958 )

POTED (607549), LIPI (609252), RBM11 (617937), ABCC13 (608835), STCH (601100), SAMSN1
(607978), NRIPI (602490), USHIE (602097), MIR99AHG (615964), MIR99A4 (614509), MIRLET7C (612144),
MIRI25B2 (610105), CXADR (602621), BTG3 (605674), CHODL (607247),

TMPRSS15 (606635), NCAM2 (602040), MIR155(609337), MRPL39 (611845), JAM2 (606870), ATP5PF
(603152), GABPA (600609), APP (104760)

Patogénica

DAOA-ASI (607415), DAOA (607408), EFNB2 (600527), ARGLUI (614046), LIG4 (601837), TNFSF13B
(603969), MYO16 (615479), IRS2 (600797), COL4A1 (120130), COL4A2 (120090), NAXD (615910), CARS2
(612800), INGI (601566), ARHGEF7 (605477), SOXI (602148), ATP114 (605868), MCF2L (609499), F7
(613878), F10 (613872), PROZ (176895), PCID2 (613713), CUL4A4 (603137), LAMPI (153330), ADPRHLI
(610620), TEDPI (189902), ATP4B (137217), GRKI (180381), GAS6 (600441), RASA3 (605182), CDCI16
(603461), UPF34 (605530), CHAMPI (616327)

Patogénica
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5.1 Descricao dos resultados dos arrays nos pacientes com CNV patogénicas ou

provavelmente patogénicas

5.1.1 Paciente 2

Paciente com sexo social masculino designado ao nascimento, nascido a
termo, fruto de uma gestacdo sem intercorréncias. Pais ndo consanguineos e
saudaveis. Possui irma também saudavel. Iniciou seguimento no servico de Genética
Meédica aos 8 anos devido a dificuldade escolar, atraso de linguagem, epilepsia e
presenga de dismorfismos faciais e corporeos como sobrancelhas unificadas, orelhas
proeminentes, ponte nasal elevada, mamilo extranumerario, restricdo articular de
joelhos e tornozelos, baixa estatura e hipermetropia com astigmatismo.
Ecocardiograma demonstrou a presenca de um forame oval patente. Nenhuma
anormalidade na genitdlia externa foi observada. A investigacdo de outras
malformagdes congénitas foi realizada com USG de abdome total, que ndo revelou
anormalidades. Ressonancia nuclear magnética (RNM) de encéfalo revelou
leucomalacia periventricular bilateral e inespecifica. A avaliagdo oftalmoldgica
identificou que o paciente apresentava hipermetropia e astigmatismo. Durante a
investigacdo genética foi solicitada a realizacdo de caridtipo convencional cujo
resultado foi 46,XX.

Visto a incongruéncia entre o sexo cromossdmico e¢ o fenotipo genital, o
paciente aos 8 anos e meio de idade cronologica foi encaminhado & Unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento para esclarecimento diagnostico. Os dados da
avaliagdo clinica e dados hormonais referentes a primeira consulta e seguimento na
Endocrinologia estdo apresentados na Tabela 7.

Paciente com idade cronolédgica de 8,5 anos, estava bem clinicamente, com
crescimento adequado ao seu alvo genético familiar. Apresentava estadio puberal de
G1P1 de Tanner, ainda pré pubere e com auséncia do desenvolvimento de mamas.
Dosagens hormonais basais de LH, FSH, Testosterona total, estradiol também
estavam em niveis pré puberais (Tabela 7).

Paciente iniciou a puberdade espontaneamente aos 10 anos e 9 meses. Na
ultima consulta ambulatorial apresentava estddio puberal G3P3 e auséncia de

ginecomastia porém, o perfil hormonal apresentava gonadotrofinas elevadas para a
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idade, indicando provavel evolucdo para hipogonadismo hipergonadotréfico (Tabela
7). Reposi¢do com testosterona ainda ndo havia sido iniciada uma vez que a ultima
dosagem de testosterona ainda dentro do limite de normalidade para idade. Paciente
em seguimento ambulatorial.

Baseado na investigacdo realizada, o diagnostico de DDS 46,XX por
anormalidade do desenvolvimento gonadal foi estabelecido. O estudo histoldgico do
tecido gonadal ¢ essencial para o estabelecer o diagnostico diferencial desta condi¢ao,
diferenciando-se DDS 46,XX ovario-testicular (quando se identifica a presenga de
tecido testicular - tibulos seminiferos, ¢ tecido ovariano- foliculos ovarianos, no
mesmo individuo) de DDS 46,XX testicular (quando se identifica apenas a presenca
de tecido testicular). Apesar da histologia do tecido gonadal ndo ter sido avaliada,
propomos o diagnéstico de DDS 46,XX testicular. Esta hipotese diagnéstica foi
baseada nas caracteristicas fenotipicas do paciente, na auséncia de derivados
mullerianos ao USG de pelve e na sua evolugdo clinica e hormonal, uma vez que na
puberdade ndo apresentou sinais clinicos de acdo estrogénica e manteve niveis séricos
dos esterdides sexuais compativeis com os valores de referéncia para o sexo

masculino da mesma faixa etaria.
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Tabela 7 - Dados da avaliacio clinica e hormonal referentes a primeira consulta e
seguimento na Endocrinologia do paciente 2.

Seguimento ambulatorial
Primeira avaliacao
(4 anos de acompanhamento)

Idade cronolégica (anos) 8,5 12,3
Altura (cm)/ Escore Z de
altura 122 (-1,03) 148 (-0,43)
Altura alvo para sexo 171 (masc -0,48)

social (cm) / Escore Z de
altura alvo

Genitalia externa Tipica
Tamanho peniano (cm) 6,0X1,5 7,5X2,5
1,8X1,0 D; 2,0X1,3 D;
Tamanho testicular (cm)
2,0X1,0 E 2,5X1,5E
Desenvolvimento Puberal G1P1 / Sem ginecomastia G3P3 / Sem ginecomastia

sobrancelhas retificadas ¢ bem marcadas, orelhas com sobredobramento das
Dismorfismos hélices, telangectasias em palpebras e face, mamilos invertidos, mamilo
extranumerario a direita, restrigdo de motilidade articular de joelhos e tornozelos

US pélvica/escrotal Ausencia de derivados mullerianos

LH (U/L)

Valor normal: <0,1

26,6
Pré pubere: < 0,3
Homem: 1,7 a 8,6

FSH (U/L)

Valor normal para 1,0 17,9

Homem: 1,5a 12,4
Testosterona (ng/dL)

Valor normal: <12 154

Pré pubere: 0 a 40
Homem: 249 a 836

Estradiol (pg/mL)

Valor normal: <15 <17

Pré pubere: <20 Homem:
<42,6

US: ultrassonografia; LH: hormoénio luteinizante; FSH: hormonénio foliculo-estimulante; D- direito; E-
esquerdo; Gl: primeiro estdgio do desenvolvimento genital de Tanner; PIl: primeiro estagio do
desenvolvimento pelos genitais de Tanner; G3: terceiro estagio do desenvolvimento genital de Tanner; P3:
terceiro estagio do desenvolvimento pelos genitais de Tanner.
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Por tratar-se de um individuo com caridtipo 46,XX e genitdlia externa
masculina normal e fenotipo sindrémico, foi optado por complementar a investigacao
utilizando a técnica de SNP-array. A andlise do SNP- array revelou a presenca de 12
CNVs (10 delegdes e duas duplicagdes e um fragmento do cromossomo de Y
adicional). Das CNVs identificadas, duas foram consideradas patogénicas e
relacionadas ao fendtipo sindromico do paciente e as demais foram categorizadas
como VUS (quatro CNVs) e benignas (seis CNVs).

As CNVs categorizadas como patogénicas foram uma delecao localizada no
brago longo do cromossomo 3, arr[GRCh37]3q29(195,677,895-197,413,261)x1, ¢ a
presenca de fragmento adicional do brago curto do cromossomo Y, contendo o gene
SRY arr[GRCh37]Yp11.31(2,661,306-9,690,184)x1 (Tabela 6 e Figura 5).

A determinacdo da presenca de material do bragco curto do cromossomo Y,
reforcou a hipotese diagnostica de DDS 46,XX testicular SRY+. A confirmagdo da
presenca de material gendmico de Y no DNA do paciente 2 foi realizada pela técnica
de MLPA utilizando o kit SALSA MLPA P095-A3 Aneuploidy probemix (MRC-
Holland). Com essa técnica foi possivel verificar a presenca dos genes SRY e ZFY
localizados no Ypll.31 e a auséncia do gene UTY localizado em Yqll.221. A
confirmagdo da presenca de material gendmico de Y no DNA do paciente 2 foi
também realizada pela técnica de PCR. Com essa técnica foi possivel verificar a
presenga dos genes SRY (pl1.31), TSPY (pll1.2), e auséncia dos genes AMELY
(p11.2), DYZ3 (centromero), DYS280 (q11.22), DYSI (q11.22).

O gene SRY codifica um fator de transcri¢do, membro do grupo da familia de
proteinas de ligagdo ao DNA de alta mobilidade (HMG)-box. Esta proteina ¢ o fator
determinante do testiculo (TDF), desencadeando o inicio do processo de
desenvolvimento testicular e a determinagdo do sexo masculino. A presenga do gene
SRY em individuous 46,XX é uma causa bem estabelecida de DDS testicular ¢ a
provavel causa do DDS desse paciente.

A delecao arr[GRCh37]3q29(195,677,895-197,413,261)x1 de 1,7Mb estava
localizada na regido cromossomica 3q29, a qual compreende 15 genes OMIM
(Tabela 6). A andlise dessa CNV demonstrou tratar-se de uma CNV rara, ndo
observada nos individuos saudaveis descritos na plataforma DGV.

Diversas sindromes e fen6tipos clinicos relacionados a alteragcdes nos genes

localizados na regido cromossomica 3q29 ja foram descritos em humanos (Tabela 6).
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Na base de dados OMIM ¢ descrita a sindrome de microdele¢do 3q29 (OMIM
#609425), uma sindrome causada pela delecdo de genes contiguos caracterizada por
dismorfismos faciais e corporais (face afilada, feltro labial curto, orelhas
proeminentes e de implantagdo baixa e rotacdo posterior, ponte nasal alta e afilamento
de do labio superior, quirodactilos afilados e longos, clinodactilia) associados a graus
variados de atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, fenotipo semelhante ao
apresentado pelo paciente.

Na base de dados do DECIPHER, diversos pacientes com dele¢des da regido
3929 e com fenotipo de dismorfismos corporais e faciais e atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor sdo relatados. De acordo com a analise dos critérios de classificagcdo
de patogenicidade das CNVs e da caracterizagdo do seu conteudo génico, essa CNV
foi considerada patogénica e associada ao fenotipo apresentado pelo paciente.

A presenca da delecdo na regido 3q29 foi confirmada pela técnica de MLPA
utilizando o kit SALSA MLPA probemixes P036-E1 Human Telomere-3, que
evidenciou uma reducdo de sinal correspondente ao exon 4 do gene BDHI, que esta
contido na regido cromossdmica deletada identificada no SNP-array. O estudo do

DNA dos pais foi realizado pela mesma técnica de MLPA, confirmando que a delegdo

3929 nao foi herdada.
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Figura 5 - Representacio das CNVs patogénicas identificadas no paciente 2. A)
Representacdo do cromossomo 3. A barra vermelha destaca a regido cromossdmica deletada
3q29 identificada no estudo de SNP-array. B) Imagem do SNP-array demonstrando a
reducdo da intensidade do sinal gerado e da perda do estado de heterozigose no cromossomo
3. C) Representacao do cromossomo Y. Imagem do SNP-array compativel com a presenga de
material de Yp em paciente 46,XX.
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5.1.2 Paciente 5

A paciente 5 iniciou seguimento na Unidade de Endocrinologia do
Desenvolvimento do HC-FMUSP aos 30 anos por auséncia parcial do
desenvolvimento dos caracteres sexuais. Paciente do sexo social feminino designado
ao nascimento, nascida a termo, fruto de uma gestagdo sem intercorréncias. Pais ndo
consanguineos e saudaveis, filha tUnica. A genitora da paciente referia
acompanhamento prévio da paciente no Departamento de Genética de outro servigo
médico, com suspeita diagnostica de sindrome de Fraser (OMIM #219000). Esta
hipotese diagnostica foi proposta na infancia, devido a presenca de microftalmia com
amaurose bilateral associada a anormalidade da genitalia externa (clitoromegalia).
Paciente apresentou convulsdes, diagnosticada aos 2 anos de idade seguindo em
acompanhamento ambulatorial pela neurologia infantil e tratamento com
carbamazepina. Durante a investigacdo genética foi realizado um caridtipo, cujo
resultado foi 46,XX sem anormalidades estruturais ou numéricas identificadas.
Encaminhada a endocrinologia para avaliagdao do desenvolvimento puberal.

O exame fisico genital realizado aos 30 anos de idade revelou clitoromegalia
(4,0X2,0cm), pregas labiais assimétricas e com fusdo parcial, orificio perineal inico e
gonada palpavel em canal inguinal a direita e ausente a esquerda. Auséncia de
derivados miillerianos foi observada na ultrassonografia pélvia. Ressonancia
magnética de pelve revelou além da auséncia de derivados mullerianos, a presenca de
gbnadas bilateralmente em canal inguinal. No exame de imagem, os tecidos gonadais
foram descritos como estruturas sélidas, hipoecogénicas sugestivas de testiculos
bilaterais; aguarda bidpsia gonadal.

Além da atipia genital, a paciente possuia obesidade (IMC 31,5), microftalmia
associada a amaurose bilateral, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor com
epilepsia associada e malformagdo estrutural do sistema nervoso evidenciado nos
exames de imagem. A Tomografia de cranio e Ressonancia magnética de encéfalo
revelaram: agenesia de corpo caloso e septo pelicido, redu¢cdo volumétrica de lobos
temporais e hipocampo, dilatacio do sistema ventricular e hipotrofia dos globos
oculares.

As dosagens hormonais realizadas para a avaliacdo da funcio gonadal aos 30

anos revelaram niveis séricos de Testosterona total baixo (T- 224 ng/dL; valor
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normal: homem — 241-827 ng/dL; mulher fase folicular 14-76 ng/dL) e de estradiol
dentro da variacdo normal (estradiol- 21pg/ml; valor normal: homem - < 52pg/mL;
mulher fase folicular : 1,3 a 266,0 pg/mL) com niveis de gonadotrofinas normais (LH-
2,62 UI/L; valor normal homens- 1,5 - 9,3 UI/L; mulher fase folicular - 1,9 - 12,5
UI/L; FSH- 4 4 UI/L; valor normal homem - 2,0 - 12,8 UI/L; mulher fase folicular :
3,1 - 15,7 UI/L). O diagnoéstico de hipogonadismo com gonadotrofinas
inapropriadamente normais foi estabelecido baseado no perfil hormonal. Os valores
de ACTH, TSH, PRL, GH-IGF1 foram normais para a faixa etdria da paciente. Os
dados da avaliagdo clinica e dados hormonais referentes a primeira consulta e
seguimento na Endocrinologia estdo apresentados na Tabela 8.

A paciente deseja realizar feminizagdo genital e gonadectomia bilateral e
aguarda a realizacdo dos procedimentos.

Os achados clinicos, hormonais e radiolégicos da paciente basearam a hipétese
diagnostica de DDS 46,XX por anormalidade do desenvolvimento gonadal,
hipogonadismo com gonadotrofinas inapropriadamente normais associado a
malformagdes oculares e neuroldgicas com fenétipo convulsivo.

Por tratar-se de um individuo com cariétipo 46,XX e genitdlia externa atipica e
fendtipo sindromico, foi optado por complementar a investigagdo utilizando a técnica
de SNP-array. A andlise do SNP-array revelou a presenga de sete CNVs (4
duplicagdes e 3 delecdes). Das CNVs identificadas, 2 foram consideradas patogénicas
e relacionadas ao fendtipo sindromico da paciente e as demais foram categorizadas
como benignas. As CNVs consideradas patogénicas foram uma dele¢do no
cromossomo X arrffGRCh37]Xp22.33(2,693,466-11,724,896)x1 e a presenca de
material do brago curto do cromossomo Y contendo o gene SRY
arrfGRCh37]Yp11.31(2,650,424-9,768,860)x1 (Figura 6).

O SRY constitue o fator determinante do testiculo, como referido
anteriormente (paciente 2) e ¢ membro do grupo da familia de proteinas de ligacdo ao
DNA de alta mobilidade (HMG)-box. A determinagdo da preseng¢a de material do
brago curto do cromossomo Y, fortaleceu a hipdtese diagnostica de DDS 46,XX,

SRY+ por anormalidade do desenvolvimento gonadal.
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Tabela 8 - Dados da avaliagdo clinica e hormonal referentes a primeira consulta

e seguimento na Endocrinologia do paciente 5.

Primeira consulta

Primeira avaliaciao Ultima avaliacio

Neurologia Endocrinologia Endocrinologia
Idade cronologica (anos) 3 31 32
Altura (cm) /Escore Z de 97 (Z 0,62) 167,5 (2 0,57) 167,5(Z 0,57)
altura
Altura alvo para sexo
social (cm) / Escore Z de 163 (Z 0)
altura alvo
IMC 16,8 (Z 0,95) 31,5 30,1
Genitélia externa ND C.hto.romegaha, ,Fu.sao laAblo escr(ztal parcflal?
orificio perineal Unico, gonadas nao palpaveis
Tamanho clitéris (cm) ND 4,0X2,0
Tamanho gonadal ND el Dl 105
avaliado na RNM (cm) 29X1.4X12 E
Desenvolvimento puberal M1P1 M3P5
Dismorfismos Microftalmia
US pélvica/RNM ND Derivados miillerianos nao identificados
LH (U/L)
Valor normal: ND 2.62 2.6
Mulheres fase folicular:
2,4 a 12,5 mUI/mL
FSH (U/L)
Valor normal: Fase ND 4,39 3,8
folicular : 3,1 a 15,7
mUI/mL
Testosterona (ng/dL)
ND 22,4 <12
Valor Normal: <27
Estradiol (pg/mL)
ND 21 <17

Valor Normal fase
folicular: 1,3 a 266,0

US: ultrassonografia; LH: hormonio luteinizante; FSH: hormondnio foliculo-estimulante; D- direito; E-
esquerdo; M1: primeiro estagio do desenvolvimento mamario de Tanner; Pl: primeiro estagio do
desenvolvimento pelos genitais de Tanner; M3: terceiro estagio do desenvolvimento mamario de
Tanner; P3: terceiro estdgio do desenvolvimento pelos genitais de Tanner; IMC: indice de massa

corporal; ND: ndo disponivel.
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A confirmag¢do da presenca de material gendmico de Y no DNA do paciente 5
foi realizada pela técnica de sequenciamento pelo método de Sanger. Com essa
técnica foi possivel determinar a presenga dos genes SRY (pl11.31), TSPY (pl11.2),
AMELY (p11.2), e auséncia dos genes DYZ3 (centrdmero), DYS280 (q11.22), DYSI
(q11.22).

Como o estudo histologico do tecido gonadal ndo foi realizado até o momento,
ndo ¢ possivel estabelecer o diagnéstico do tipo de DDS 46,XX por anormalidade do
desenvolvimento gonadal que acomete esta paciente. Além disso, as caracteristicas
fenotipicas genitais da paciente (atipia genital) e a sua evolugao clinica, com auséncia
de desenvolvimento puberal espontaneo e niveis inapropriadamente normais de
gonadotrofinas interferem na avaliacdo da capacidade de producdo dos esterdides
gonadais, ferramentas que poderiam auxiliar na formulacdo de uma hipotese
diagnéstica.

A delecao Xp22.33 identificada na paciente 5 determinou a perda de 9,1MB
do brago curto do cromossomo X. Essa regido contem 26 genes OMIM ja
relacionados anteriormente com fendtipos deletérios em humanos quando mutados.
No banco de dados de individuos saudéveis, alteracdes na regido Xp22.3 com
dimensdes comparaveis a da paciente em estudo ndo sdo descritas, sendo considerada
rara ndo estando descrita em nenhum individuo saudéavel na base de dados do DGV.

Na base de dados do DECIPHER existe a descricao de diversos individuos
com perda de material génico em regido semelhante a da nossa paciente e com
fendtipo de comprometimento do desenvolvimento neuropsicomotor e transtorno do
espectro autista, assim como dismorfismos diversos faciais e corporais, incluindo
malformagdes oculares.

A perda da regido Xp22.33 ja foi anteriormente associada a sindrome de
Aicardi. Esta sindrome € classicamente composta por uma triade: Agenesia/hipoplasia
de corpo caloso, alteragdes corioretinianas e espasmos infantis. Todas essas alteracoes
estdo presentes em nossa paciente € nos permite diagnosticad-la com sindrome de
Aicardi.

Apesar do gene KALI/ANOSI estar contido nessa regido, a perda de uma
unica copia do gene ndo explica o fendtipo de hipogonadismo hipogonadotréfico

apresentado pela paciente. Sequenciamente através de painel de genes para
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hipogonadismo foi realizado que ndo evidenciou alteracdo no sequenciamente do gene
KALI. Nao houve também nenhuma variente patogénica ou provavelmente
patogénica em nenhum dos outros genes conhecidos e sequenciados pelo painel.

A andlise dos arrays realizados com as amostras do DNA dos pais da paciente
5 ndo revelou a presenga de CNVs patogénicas, comprovando que a delegdo Xp22.33
foi de novo. As duas CNVs localizadas na regido cromossomica 10q11.21 e 10q11.22
da paciente foram categorizadas como benignas e foram identificadas na amostra

materna, tendo sido herdadas pela paciente.
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Figura 6: Representacdo das CNVs patogénicas do paciente 5. A) A barra vermelha
destaca a regido cromossomica deletada identificada no estudo de array Xp22.33 e a presenca
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de material de Yp11.31. B) Imagem do SNP-array demonstrando a reducgdo da intensidade do
sinal gerado e da perda do estado heterozigoto da regido Xp22.33. C) Imagem do SNP-array
compativel com a presen¢a de material de Yp11.31 em paciente 46,XX.

5.1.3 Paciente 6

Paciente do sexo social masculino designado ao nascimento, encaminhado
para avaliacdo na Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento aos 2 anos e 3
meses por genitalia atipica ao nascimento. Fruto de um casamento ndo consanguineo,
nascido a termo apds uma gestacdo sem intercorréncias, adequado para idade
gestacional.

A genitalia atipica era caracterizada por hipospadia proximal, pénis medindo
4,5 cm (Z score - 0,25), bifidez escrotal e criptorquidia bilateral. Nao foram
identificados derivados mullerianos apds realizacdo de ultrassonografia pélvica. Em
resposta ao teste do estimulo com hCG (6 doses de 2.500 UI com intervalos de uma
semana) houve incremento da testosterona (174 ng/dL, 72h ap6s Gltima inje¢do) sem
acimulo de precursores. Paciente realizou corre¢do cirurgica da genitdlia
(ortofaloplastia com neouretroplastia e posterior correcdo de fistula uretral) assim
como orquipexia bilateral aos 5 anos. Paciente apresentava também catarata congénita
e epilepsia associado a leve atraso da fala e rendimento escolar abaixo do esperado
para a faixa etdria. Os dados da avaliagdo clinica e dados hormonais referentes a
primeira consulta e seguimento na Endocrinologia estdo apresentados na Tabela 9.

Durante a investigagao etiologica, o paciente realizou cariétipo, cujo resultado
foi 46,XY sem anormalidades estruturais ou numéricas. A analise do gene do receptor
androgénico foi realizada e nenhuma variante alélica patogénica foi identificada.

Por tratar-se de um individuo com caridtipo 46,XY, portador de genitdlia

externa atipica e fenotipo sindrémico neurooftalmolégico, foi optado por

complementar a investigacao utilizando-se a técnica de SNP-array.
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Tabela 9 - Dados da avaliacio clinica e hormonal referentes a primeira consulta

e seguimento na Endocrinologia do paciente 6.

Primeira avalia¢iao

Idade cronologica (anos)

Altura (cm)/Escore Z de altura

Altura alvo para sexo social (cm) /
Escore Z de altura alvo

Genitalia externa

Tamanho peniano (cm) / Escore Z penis

Tamanho testicular (cm)

Desenvolvimento puberal

Dismorfismos

US pélvica/escrotal

LH (U/L)
Valor normal:
Pré pubere: < 0,3 Homem: 1,7 a 8,6
FSH (U/L)
Valor normal:
Homem: 1,5 a 12,4
Testosterona (ng/dL)
Valor normal:
Pré pubere: 0 a 40 Homem: 249 a 836
Estradiol (pg/mL)

Valor normal:

2,25 12,5
87 (-0,50)
145 (-0,97)
169 (Z -0,85)

Hipospadia perineal, testiculos retrateis bilaterais, bolsa bifida,
micropenis limitrofe (-2,5)

4,0(Z2-2,3) > 52 (Z-1,1)

(ap0s uso de testosterona, 2 6,0X2,2 (Z-2,16)

doses, 50 mg/dose)
1,3X1,1X0,7 (D); 3,5X2,5 (D);
1,8X0,7X1,3 (E) 3,5X2,0 (E)

G1P1 / Sem ginecomastia G2P2 / Sem ginecomastia

ausente
Ausencia de derivados
mullerianos
Testiculos inguinais: ND
1,3X1,1X0,7cm (D)
1,8X0,7X1,3 (E)
0,1
1,3
<1,0 2,9
<12 — 174*
36
*teste do HCG
<11,8 <17
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Pré pubere: <20 Homem: <42,6

US: ultrassonografia; LH: hormonio luteinizante; FSH: hormondnio foliculo-estimulante; D- direito; E-
esquerdo; Gl: primeiro estagio do desenvolvimento genital de Tanner, P1: primeiro estagio do
desenvolvimento pelos genitais de Tanner; G2: segundo estagio do desenvolvimento genital de Tanner;
P2: segundo estagio do desenvolvimento pelos genitais de Tanner; IMC: indice de massa corporal; ND:
ndo disponivel.

A investigacdo por array revelou a presenga de oito CNVs, todas eram
delegdes (Tabela 5). Das CNVs identificadas, uma CNV foi categorizada como
provavelmente patogé€nica e relacionada ao fendtipo sindromico do paciente e as
demais CNVs foram categorizadas como VUS (5 CNVs) e benignas (2 CNVs).

A CNV patogénica consistia em uma delecio de 12Kb localizada no
cromossomo 10g24.32  (arrffGRCh37]10q24.32(103,988,265-104,000,307)x1) que
comprometia a hibridacdo de 34 beads continuas (Figura 7). A regido deletada
continha dois genes OMIM, sendo um deles relacionado ao fenoétipo do paciente
(Tabela 6).

O gene PITX3, situado na regido deletada, foi relacionado como um gene
candidato ao fenotipo de catarata congénita apresentada pelo paciente. Este gene
codifica um membro da familia homeobox RIEG/PITX, da classe bicoide das
proteinas do homeodominio e que atua como um fator de transcrigdo (AKULA;
PARK; WEST-MAYS, 2018). A proteina PITX3 estd envolvida na formagdo do
cristalino durante o desenvolvimento do olho, e variantes patogénicas foram
associadas a catarata congénita e a disgenesias mesodérmicas da cdmara anterior do
olho (ASMD) (BIDINOST; MATSUMOTO; CHUNG; SALEM et al.,, 2006;
BURDON; MCKAY; WIRTH; RUSSELL-EGGIT et al., 2006; GRAW, 2004; ZAZO
SECO; PLAISANCIE; LUPASCO; MICHOT et al., 2018). Ele também atua na
especificagdo e diferenciacdo terminal de neurdnios dopaminérgicos da substancia
negra compacta do mesencefalo porém, com repercussdes clinicas ainda
desconhecidas em relagdo ao acometimento encefalico (AKULA; PARK; WEST-
MAYS, 2018; CHEN; KANG; TANG; GAO, 2017). O tipo de heranca ligada a
catarata congénita na variante patogénica do P/TX3 pode ser autossomica dominante
ou recessiva. O escore de haploinsuficiéncia do gene P/TX3 foi de pLI 0,813. Quanto
mais proximo de 1 for o pLI maior a chance do gene sofrer haploinsuficiéncia,

mecanismo que poderia ser o responsavel pelo fenétipo do nosso paciente.
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Ha na literatura a descri¢do de uma familia com muta¢do do PITX3 e fenotipo
de catarata congénita associada a alteracdo do neurodesenvolvimento, quadro
semelhante ao apresentado pelo nosso paciente (BIDINOST; MATSUMOTO;
CHUNG; SALEM et al., 2006).

Outros genes reconhecidamente envolvidos no processo de desenvolvimento
sexual ndo foram identificados na regido deletada nem nas outras CNVs do paciente.
A andlise in silico da CNV localizada na regido 10q24.32 revelou tratar-se de uma
CNV rara, ndo descrita no banco de dados de individuos saudaveis. A pesquisa
realizada no banco de dados DECIPHER identificou a descricdo de 5 individuous
sindromicos com dele¢des 10q grandes (>5MB) e que continham a regido de perda
cromossomica encontrada no paciente 6. Desses pacientes, um apresentava alterag@o
da visdo com hipermetropia/astigmatismos e estrabismo (392832). Anormalidades no
aparelho genitourinario ndo foram relatadas nesses pacientes.

Na analise do array realizado em amostra do DNA da mae do paciente 6
nenhuma das nove CNVs encontradas no paciente foram identificadas. O DNA

paterno ndo era disponivel para andlise.
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Figura 7: Representacio da CNV patogénica do paciente 6. (A) A barra vermelha destaca
a regido cromossOmica deletada identificada no estudo de array 10q24.32. B) Imagem do
SNP-array demonstrando a redugdo da intensidade do sinal gerado e da perda do estado
heterozigoto.
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5.1.4 Paciente 7

Paciente 7, sexo social masculino designado ao nascimento, iniciou
seguimento na Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das
Clinicas da Universidade de Sao Paulo ainda no primeiro ano de vida devido a quadro
de genitalia atipica ao nascimento. Filho de um casal saudavel e ndo consanguineo,
ap0s uma gestacdo a termo, tendo nascido com peso insuficiente para idade (PN:
2670g), perimetro cefalico normal (PC: 33cm; Z-score: -1,1) e pequeno para idade
gestacional (comprimento 45cm; Z-score: -2,1). Ao nascimento foi identificada a
presenca de anomalia anorretal com anus imperfurado e genitdlia atipica,
caracterizada ainda na sala de parto por falus de tamanho adequado (sem registro da
medida ao nascimento), orificio perineal Unico com hipospadia perineal, bolsa
escrotal bifida e hipodesenvolvida e gonadas ndo palpaveis. O paciente apresentava
dismorfismos faciais e corporeos como fenda palatina incompleta, palato ogival,
hipertelorismo mamario, prega palmar Unica e pés planos com o segundo pododactilo
curvo. Persisténcia do canal arterial foi detectado apds ecocardiograma ainda na
maternidade. No primeiro més de vida apresentou meningite neonatal com
necessidade de hospitalizagdo em UTI neonatal e perda auditiva neurossensorial
atribuida ao quadro infeccioso.

Paciente realizou correcdo cirargica do anus imperfurado nos primeiros dias
de vida com restabelecimento do transito intestinal no mesmo tempo cirirgico. A
persisténcia do canal arterial foi corrigida cirurgicamente no primeiro ano de vida.
Por ndo ter realizado dosagens hormonais basais ainda na “minipuberdade”, realizou
aos 3 anos de idade teste de estimulo com hCG, cujo resultado revelou incremento
dos niveis de testosterona para 158ng/dL, sem acimulo de precusores. Também aos 3
anos foi submetido a videolaparoscopia para identificagdo das gonadas e corre¢do da
criptorquidia, sendo realizado neste procedimento a orquipexia (até regido inguinal)
de gonada direita e ndo encontrado a gdonada esquerda.

Na sua penultima avaliagdo na Unidade de Endocrinologia aos 11 anos, o
paciente ainda ndo apresentava inicio do desenvolvimento dos caracteres sexuais
secundarios e os niveis de LH, FSH e Testosterona eram compativeis com o estadio
pré puberal. Sua estatura era no limite inferior da normalidade e dentro do alvo
familiar (Z-score: -1,7). Paciente perdeu o seguimento e retornou a unidade aos 17

anos, com estatura de 156¢cm (Z score: - 2,6), pesando 40,8Kg e IMC 16,7. Retornava
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com desenvolvimento puberal completo (estddio puberal de Tanner V) e sem historia
de terapia de reposicdo androgénica, micropenis (7,5X2,5cm; Z score: -4,2), uretra
topica e sem fistula apds corregdo cirurgica e gonadas ndo palpaveis (esquerda
retirada cirurgicamente e direita ndo manipulada). Dados da avalia¢do clinica e
avaliagdo hormonal referentes a primeira consulta e seguimento na unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento estdo resumidos na Tabela 10.

Durante a investigagao etiologica, o paciente realizou cariétipo, cujo resultado
foi 46,XY del 10g. O estudo pela metodologia de array foi realizado para estabelecer
a extensdo da perda gendmica no braco longo do cromossomo 10, assim como outras
possiveis CNVs relacionadas ao fenotipo do paciente.

A andlise do SNP array revelou a presenca de nove CNVs que variavam de
26,3Kb a 11,6Mb de tamanho. Cinco CNVs eram duplicagdes e quatro eram delecdes
gendmicas sendo uma delas categorizada como patogénica e associada ao fendtipo do
paciente, uma outra categorizada como de significado incerto (VUS), e outras sete
CNVs consideradas benignas (Tabela 5 e Figura 8).

A delecdo observada no cromossomo 10, na posicdo gendmica
arrfGRCh37]10925.3-q26.2(118,087,298-129,753,712)x1 consistia em uma perda de
material gendmico de aproximadamente 11,6Mb, em uma regido contendo 53 genes
descritos no OMIM e relacionados a doengas em humanos. A perda de 11,6Mb nesse
paciente foi responsavel pelo fendtipo sindromico secundario a uma sindrome de
haploinsuficiéncia de genes contiguos listados na Tabela 6.

Dentre os genes contidos na regido cromossdmica deletada 10q, os genes
PAX2 (10924.3-25.1), GFRAI (10925.3), EMX2 (10926.11), e FGFR2 (10926.12)
foram previamente associados as DDS por anormalidades do desenvolvimento
gonadal em humanos e um ou varios deles estdo provavelmente associados ao
fendtipo de subvirilizagdo genital apresentado pelo paciente (BAGHERI-FAM; ONO;
LI; ZHAO et al, 2015; BELEZA-MEIRELES; LUNDBERG; LAGERSTEDT,;
ZHOU et al., 2007; TANNOUR-LOUET; HAN; CORBETT; LOUET et al., 2010).
Utilizando o pLI para prever a chance de haploinsuficiéncia dos genes dessa regido
associados ao DDS, a haploinsuficiéncia dos genes FGFR2 (pLI: 1), EMX2 (pLIL:
0,95), PAX2 (pLI: 0,67) estdo provavelmente associadas ao quadro de disgenesia
gonadal desse paciente.

Devido ao grande numero de genes perdidos secundéario a CNV do paciente, ¢

dificil estabelecer o(s) gene(s) responsavel(is) pelo fendtipo de atraso do
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neurodesenvolvimento. Dele¢des grandes na regido 10q, assim como a do nosso
paciente, estdo habitualmente associadas a graus variados de alteracdo cognitiva e de

desenvolvimento psicomotor.
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Tabela 10. Dados da avaliagdo clinica e hormonais referentes a primeira consulta

e seguimento na Endocrinologia do paciente 7.

Primeira avaliacio

Ultima avaliacio

Idade cronoldgica
(anos)
Altura (cm) / Escore Z de altura

Altura alvo (cm) / Escore Z de
altura alvo

Genitalia externa
Tamanho peniano
(cm)/Z score

Tamanho testicular

Desenvolvimento puberal

Dismorfismos

US pélvica/escrotal
LH (U/L)
Valor normal:

Pré puibere: < 0,3 Homem: 1,7 a
8,6

FSH (U/L)
Valor normal:

Homem: 1,5 a 12,4

Testosterona (ng/dL)
Valor normal:

Pré pubere: 0 a 40 Homem: 249
a 836

Estradiol (pg/mL)
Valor normal:

Pré pubere: <20 Homem: <42,6

5,25

97,6cm (Z -2,6)
172 (Z -0,68)

G1PI
3,0X1,0
(z-4,1)

Néo palpaveis

P1G1 /Sem
ginecomastia

1,8x1,0x0,4cm a D

<0,6

<1

<7 — 158*

*teste do HCG

ND

11,5

121 (Z -3,5)

G1P1
4,0X1,5
(Z-2,7)

Nao palpaveis

P1G1 /Sem
ginecomastia

17,5

156 (Z -2,6 )

G3P4
7,5X2,5
(Z-42)

Nao palpéveis

P5 / Sem ginecomastia

Implantagao baixa de cabelos e pavilhdo auricular,
PCA, labio leporino, hipoacusia, base nasal larga,
anormaliadade esquelética, hipertelorismo
mamario, pés planos, 2° pododactilo curto, prega

palmar tnica, atraso DNPM.

ND

<0,1

<0,6

<14

ND

ND

ND

ND

ND

ND
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US: ultrassonografia; LH: hormonio luteinizante; FSH: hormondnio foliculo-estimulante; D- direito; E-
esquerdo; G1: primeiro estadgio do desenvolvimento genital de Tanner; P1: primeiro estdgio do
desenvolvimento pelos genitais de Tanner; G5: quinto estagio do desenvolvimento genital de Tanner;

P5: quinto estagio do desenvolvimento pelos genitais de Tanner; ND: ndo disponivel.
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Figura 8: Representacio da CNV patogénica identificada no paciente 7. (A) A barra
vermelha destaca a regido cromossomica deletada identificada no estudo de array 10g25.3-
q26.2. B) Imagem do SNP-array demontrando a reducdo da intensidade do sinal gerado e da
perda do estado heterozigoto.
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5.1.5 Paciente 15

Paciente 15 iniciou seguimento no primeiro ano de vida na Unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao
Paulo por ter apresentado ao nascimento genitalia atipica, caracterizada por
hipospadia balanica, criptorquidia bilateral além de bolsa escrotal hipodesenvolvida.
Paciente fruto de um casamento ndo consanguineo. Genitora referia que durante a
gestagdo apresentou intoxicagdo por pesticida sem outras intercorréncias. Nasceu
termo, adequado para idade gestacional (PN 2770g; Z-score: -1,5) e microcefélico
(PC: 3lcm; Z-score: -2,7). Apresentava também fenotipo sindromico, além da
microcefalia ao nascimento como ptose palpebral bilateral com estrabismo
convergente a direita, palato alto, clinodactilia do 5° dedo da mao bilateralmente e
sindactilia do 2° com 3° pododactilo bilateralmente e atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor importante.

Durante a investiga¢do diagndstica, o paciente 15 realizou caridtipo, cujo
resultado foi 46,XY sem anormalidades estruturais ou numéricas. Apenas dosagens
hormonais basais (LH, FSH, testosterona) foram realizadas na investigacdo, uma vez
que o teste de estimulo prolongado com hCG ndo estava disponivel na época. Os
resultados hormonais mostraram valores normais e compativeis com a idade imputbere
do paciente (idade cronologica — 5 anos). Aos 14 anos, o paciente foi submetido a
orquipexia bilateral e o estudo histologico dos tecidos testiculares biopsiados no ato
cirargico revelou testiculos disgenéticos bilaterais. Aos 18 anos o paciente realizou
orquiectomia bilateral com colocagdo de proteses testiculares. Os testiculos foram
removidos cirurgicamente devido disgenesia gonadal e atrofia testicular.

A tomografia de cranio revelou auséncia de corpo caloso e os demais exames de
imagem (ecocardiograma, USG abdome total ¢ USG pélvico) ndo mostraram

anormalidades. Dados da avaliagdo clinica e avaliacdo hormonal referentes a primeira
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consulta e seguimento na unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento estdo
resumidos na Tabela 11.

Por se tratar de paciente portador de disgenesia gonadal 46,XY associado a
malformagdo do sistema nervoso, dismorfismos corporais e atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor foi indicada a realizacdo do SNP array.

A andlise do SNP array revelou a presenga de 15 CNVs, duas categorizadas
como patogénicas, sete VUS e seis benignas. As duas CNVs classificadas como
patogénicas consistiam em uma duplicacdo arrffGRCh37] 14ql11.2-q12 (19,280,733-
25,869,811)x3 de 6,6Mb e uma delecao arrfGRCh37] 21p11.2-q21.3 (14,613,203-
27,328,175)x1 de 12,7Mb (Figura 9). Essas duas CNVs sdo consideradas raras e ndo
foram descritas em individuos saudaveis no banco de dados DGV.

CNVs semelhantes foram encontradas em pacientes com alteragdo do
neurodesenvolvimento semelhantes ao apresentado pelo nosso paciente no
DECIPHER (alteracdo do neurodesenvolvimento com espectro autista, estrabismo,
clinodactilia). As duas CNVs sdo ricas em genes descritas no OMIM (107 genes
duplicados na regido 14q11.2-q12 e 23 genes deletados na regido 21p11.2-q21.3) com
fenotipos deletérios em humanos quando alteradas. Ambas as CNVs foram

categorizadas como patogénicas e associadas ao fendtipo apresentado pelo paciente.
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Tabela 11. Dados da avaliacio clinica e hormonais referentes a primeira consulta e
seguimento na Endocrinologia do paciente 15.

Idade cronoldgica
(anos)

Altura (cm) / Escore Z de
altura

Altura alvo (cm) / Escore Z de
altura alvo

Genitalia externa

Tamanho peniano (cm)

Tamanho testicular

Desenvolvimento puberal

Dismorfismos

US pélvica/escrotal

LH (U/L)
Valor normal:

Pré pubere: < 0,3 Homem: 1,7 a
8,6

FSH (U/L)
Valor normal:
Homem: 1,5 a 12,4
Testosterona (ng/dL)
Valor normal:

Pré pubere: 0 a 40 Homem: 249
a 836

Primeira avaliagao

11

ND

ND

hipospadia balanica, criptorquidia
bilateral além de bolsa escrotal
hipodesenvolvida

3,5X1,0

Nao palpaveis (inguinais)

G1P1 / Sem ginecomastia

Seguimento Ultima avaliagdo
18,75 25
160 (Z-2,29) 162 (Z-2,06)

Hipospadia balanica, auséncia de
derivados mullerianos. G5P5

5,5X2,0cm 7,5X2,5cm

Iml bilateral Proéteses testiculares

bilateral
G4P4 / Sem G5P5 / Sem
ginecomastia ginecomastia

Agenesia de corpo caloso, microcefalia, adnpm, facies (fronte ampla, ptose
palpebral direita palato alto, clinodactilia 5 dedo, estrabismo convergente D,
sindactilia 2-3 pododactilo

Ausencia de derivados mullerianos. Testiculo inguinais bilaterias menores que

2,7

17,5

279

lcm3.

28,2 29
76 67,4
34 294 *

US: ultrassonografia; LH: hormonio luteinizante; FSH: hormondnio foliculo-estimulante; D- direito; E-

esquerdo; Gl: primeiro estagio do desenvolvimento genital de Tanner; P1: primeiro estagio do

desenvolvimento pelos genitais de Tanner; G4: quarto estagio do desenvolvimento genital de Tanner;



&9

P4: quarto estagio do desenvolvimento pelos genitais de Tanner; G5: quinto estagio do
desenvolvimento genital de Tanner; P5: quinto estagio do desenvolvimento pelos genitais de Tanner;

ND: néo disponivel.
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Figura 9: Representacio da CNV patogénica do paciente 15. (A) A barra vermelha
destaca as regides cromossomicas 14ql1.2-q12 duplicada e 21pl1.2-q21.3 deletada
identificada no estudo de array . (B e C) Representacdo da duplicacdo 14q11.2-q12. (D e
E) Representacgdo da delecdo 21p11.2-q21.3.
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5.1.6 Paciente 22

Paciente sexo social masculino, iniciou seguimento na Unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento do HC-FMUSP aos 18 anos de idade apds
transferéncia do servigo de Genética do hospital Darcy Vargas, no qual era
acompanhado desde o nascimento.

O paciente fruto de um casamento ndo consanguineo, nasceu a termo porém
pequeno para idade gestacional (PIG), com 1730g (Z-score: > -4), 42cm (Z-score: -
3,6) de comprimento e microcefalia (PC: 29cm, Z-score: > -4).

Ao nascimento apresentava genitalia atipica caracterizada por pénis de
tamanho normal (sem medidas disponiveis em prontudrio), hipospadia proximal,
criptorquidia bilateral além de estenose anal. Alguns dismorfismos faciais, como nariz
proeminente (forma de passarinho), olhos proeminentes, palato levemente ogival e
dedos dos pés em tridente foram observados. No periodo neonatal evoluiu sem
intercorréncias e tratamento ciriirgico ndo foi necessario para resolucdo da estenose
anal.

O paciente apresentou atraso do desenvolvimento cognitivo e de fala, e
dificuldade de aprendizado, ndo aprendeu a ler ou escrever, porém com
desenvolvimento motor adequado. Até os 16 anos, ndo apresentava desenvolvimento
puberal espontineo, quando foi iniciada reposicdo hormonal com testosterona
(exames da época nao disponiveis). Devido ao comportamento agressivo apresentado
pelo paciente, a medicagdo foi suspensa segundo relato da cuidadora. A correg¢do
cirargica genital foi iniciada aos 17 anos, com a realizagdo de ortofaloplastia e
orquidopexia bilateral e biopsia gonadal bilateral, cujo estudo histologico revelou
tecido testicular bilateral com fibrose intersticial e espermatogénese ausente.

Na investigacdo de outras malformagdes associadas, evidenciou-se a presenga
de rim direito ectopico e refluxo vesicoureteral de primeiro grau em rim esquerdo. O
diagnodstico de deficiéncia parcial dos fatores VII e X da coagulacdo foi também
estabelecido no paciente, porém sem repercussdes clinicas. Escoliose de coluna
cervical e lombar foi observada no RX de corpo inteiro e no TC de cranio ndo foram
identificadas anormalidades. Ao completar 18 anos foi encaminhado e iniciou
seguimento no HC-FMUSP. Durante a investigacdo genética, o paciente realizou
caridtipo na unidade hospitalar de origem, cujo resultado foi 46,XY r(13)(p11.2q34).

O estudo pela técnica de array CGH foi realizado para estabelecer a extensdo da
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perda gendmica no brago curto do cromossomo 13, assim como avaliar outras
possiveis CNVs relacionadas ao fenotipo do paciente. Dados da avaliagdo clinica e
avaliagdo hormonal referentes a primeira consulta e seguimento na unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento estao resumidos na Tabela 12.

A andlise do array identificou 5 CNVs, 4 duplicagdes e uma delecdo (Tabela
5). Dessas alteragdes, a dele¢do na regido terminal do cromossomo 13q33.1q34
(104,182,489-115,107,733)x1 de 10,9Mb foi categorizada como patogénica (Figura
10). As outras 4 CNVs encontradas foram consideradas benignas (2 CNVs) e VUS ( 2
CVNs) .

A possibilidade de mosaicismo de baixo grau para a regido cromossdmica
13933.1g34 ¢ sugerida no array pela intensidade do sinal gerado na leitura do array.
Uma duplicagdo no mesmo cromossomo 13 na posicdo citogenémica 13q33.1,
medindo 1,4Mb imediatamente anterior a dele¢do, foi detectada sugerindo a
existéncia de um rearranjo cromossomico complexo.

A delecdo na regido terminal do cromossomo 13q33 ndo foi relatada em
nenhum individuo saudavel descrito no DGV. A regido 13q deletada contem 32 genes
OMIM, que ja foram associados em humanos a fenotipos patogénicos. Delecdes na
regido 13q sobrepostas a identificada no paciente 22 foram relatadas na literatura em
pacientes com fenotipos semelhantes caracterizando uma sindrome de delecao de
genes contiguos. Portanto, essa delecdo foi considerada patogénica e associada ao
fendtipo sindrémico apresentado pelo paciente (Tabela 6).

Dentre as possiveis causas de DDS que poderiam explicar o caso desse paciente, a
haploinsuficiencia do gene EFNB2 (pLI 0,99) situado na regido 13q33.1q34 deletada
foi relacionado como um gene candidato ao fendtipo de anomalia anorretal e
genitourinaria apresentada pelo paciente. Este gene codifica um membro da familia
efrina, que compreende uma subfamilia de receptores proteina-tirosina kinases e tem
importancia no desenvolvimento do sitema genitourinario embrionario. Em
camundongos, variantes patogénicas no gene Efbn2 foram associadas a fendtipos de
malformacdo anorretal e hipospadia, semelhante ao do nosso paciente (LEVY;

HAYE; MARZILIANO; CASU et al., 2018).
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Tabela 12. Dados da avaliac¢io clinica e hormonais referentes a primeira consulta

e seguimento na Endocrinologia do paciente 22.

Primeira avaliagdo Ultima avaliagdo

Idade cronoldgica
(anos)

Altura (cm) / Escore Z de
altura

Altura alvo (cm) / Escore Z
de altura alvo

Genitalia externa

Tamanho peniano (cm)

Z score

Tamanho testicular (cm)

Desenvolvimento puberal

Dismorfismos

US pélvica/escrotal
LH (U/L)
Valor normal:

Pré pubere: < 0,3 Homem:
1,7 a 8,6

FSH (U/L)
Valor normal:
Homem: 1,5 a 12,4
Testosterona (ng/dL)

Valor normal:

Pré pubere: 0 a 40 Homem:

249 a 836

3,16 18

148 (Z -4,7)

ND

Micropenis, curvatura peniana, criptorquidia bilateral , hipospadia
perineoescrotal e anomalia anoretal

ND 10X4 (Z -2,8)

2X1 bilateral
ND

G1P1 / Sem

SsemmEsi G4P4 / Sem ginecomastia

Rim direito ectopico, RVU esquerda grau 1, microcefalia, ADNPM,
atraso puberal , def parcial X e VII fator de coag; escoliose
sinistroconcavacervical

Sem derivados mullerianos

<0,1 7,9
0,8 5.9
<10 256

US: ultrassonografia; LH: hormonio luteinizante; FSH: hormondnio foliculo-estimulante; D- direito; E-

esquerdo; Gl: primeiro estagio do desenvolvimento genital de Tanner; P1: primeiro estagio do

desenvolvimento pelos genitais de Tanner; G4: quarto estagio do desenvolvimento genital de Tanner;

P4: quarto estagio do desenvolvimento pelos genitais de Tanner.
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Figura 10: Representacio da CNV patogénica do paciente 22. (A) A barra vermelha
destaca a regido cromossomica deletada 13q33.1q34 identificada no estudo de array. B)
Imagem do SNP-array demonstrando uma duplicagdo (VUS) seguida de uma delegdo
(patogénica) em mosaicismo com reducao da intensidade do sinal gerado e da perda do estado
heterozigoto.
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6. DISCUSSAO

Passados 60 anos do inicio do uso da técnica de cariotipagem em sangue
periférico e a descoberta das primeiras aberracdes cromossdmicas numéricas, um
grande avango ocorreu nos métodos moleculares de auxilio diagnostico. Porém,
apesar da disponibilidade das técnicas de citogenética molecular como os arrays
gendmicos de alta precisdo e técnicas de sequenciamento paralelo em larga escala
(exoma e genoma), o diagnostico molecular dos diferencas/disturbios do
desenvolvimento sexual continuam sendo um desafio na pratica clinica didria.

O diagnostico molecular definitivo de pacientes com DDS acompanhados em
centros de pesquisa especializados, utilizando essas novas técnicas, ¢ estabelecido em
cerca de 40-50% dos casos (AMARILLO; NIEVERA; HAGAN;
HUCHTHAGOWDER et al, 2016; MUNGER; CAPEL, 2012). A deteccao de
variagdes do niimero de copias gendmicas (CNVs) associadas as DDS tem auxiliado
no diagnostico etioldgico de casos sindromicos e esporadicos (AMARILLO;
NIEVERA; HAGAN; HUCHTHAGOWDER et al, 2016; HARRISON;
GRANBERG; KEAYS; HILL et al., 2014, WHITE; OHNESORG; NOTINI;
ROESZLER et al., 2011).

Apesar do uso das plataformas de array gendmico na pesquisa e na clinica
terem se tornado mais frequentes, principalmente na avaliagdo de pacientes com
fenotipo de autismo e déficit intelectual, pouco se sabe sobre a real contribui¢do das
CNVs identificadas para o fen6tipo dos individuos estudados. A maioria dos estudos
utilizando a técnica de array se limitam a descricdo de grandes CNVs, que
ultrapassam os 300-500Kb. Pequenas CNVs com tamanho entre 5-200Kb
habitualmente ndo sdo relatadas, e sdo categorizadas como benignas ou variantes de
significado incerto (VUS), e cuja contribuicdo para a determinacdo do fendtipo de
varios pacientes permanece inconclusiva (HOLLENBECK; WILLIAMS; DRAZBA;
DESCARTES et al., 2017)

Neste estudo, todas as CNVs identificadas pela técnica de array foram
avaliadas cuidadosamente quanto aos critérios de patogenicidade. A menor CNV
identificada tinha apenas 2,8Kb e foi categorizada como uma variante benigna
utilizando-se as ferramentas de predi¢do in silico como

(http://cnvcalc.clinicalgenome.org/cnvcalc/) além de comparagdo com as informagdes
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depositadas em bancos de dados internacionais publicos (DGV, CLINVAR,
DECIPHER, OMIM).

A maioria das CNVs encontradas neste estudo foram categorizadas como
benignas (155 CNVs / 74,5%) ou VUS (65 CNVs / 31,2%). Estabelecer o carater
patogénico ou benigno de uma VUS representa atualmente um desafio na analise de
arrays gendmicos. A crescente quantidade de informacdes disponibilizadas nos
diferentes bancos de dados permitirda no futuro estabelecer mais precisamente a
relagdo entre determinada CNV e wuma possivel condi¢do patogénica
(NOWAKOWSKA, 2017).

A interpretacdo das contribuigdes das nove CNVs raras identificadas e
categorizadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas para o fendtipo de
DDS 46,XX e DDS 46,XY sindromico, serdo discutidas detalhadamente a seguir
baseado nas informacgdes disponiveis em bancos de dados publicos e ferramentas de

bioinformatica para caracteriza¢do do contetido génico das CNVs.

6.1 Paciente 2

A DDS 46,XX testicular ¢ uma condicdo rara, que afeta 1:20.000-30.000
nascidos vivos (GUELLAEN; CASANOVA; BISHOP; GELDWERTH et al., 1984;
JARRAH; EL-SHANTI; KHIER; OBEIDAT et al., 2000). A translocagdao do SRY
para o cromossomo X ou um autossomo de origem paterna constitui o evento
responsavel pela diferenciacdo da gonada bipotencial fetal em testiculo na maioria dos
pacientes DDS 46,XX testicular avaliados (>80%) (CHEN; DING; WEI; LI, 2014;
CHIANG; WU; WU; HWANG, 2013; GRINSPON; REY, 2016; HAINES;
HUGHES; CORBETT; SHAW et al., 2015).

Habitualmente, os pacientes com DDS testicular 46,XX SRY positivo
apresentam genitalia masculina tipica ao nascimento e sdo geralmente diagnosticados
quando adolescentes ou adultos jovens devido a quadro de hipogonadismo,
ginecomastia ou infertilidade (VORONA; ZITZMANN; GROMOLL; SCHURING et
al., 2007). Duplicagdes dos genes SOX9 e SOX3 ou rearranjos das regides regulatorias
desses genes foram relacionados menos frequentemente ao fenotipo de genitédlia
masculina normal em pacientes DDS testicular 46,XX SRY negativos (GRINSPON;
REY, 2019).
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Os pacientes com DDS testicular 46,XX SRY negativo usualmente apresentam
graus variados de atipia genital e tendem a ser diagnosticados mais precocemente
(GRINSPON; REY, 2016). Vérias etiologias moleculares ja foram relacionadas a esta
condi¢do, caracterizando o excesso de expressdo de genes masculizantes (SOX9,
SOX3, SOX10) ou a redugdo da expressdo de genes feminilizantes (WNT4, RSPOI)
durante o processo de determinacdo da gonada embrionaria (GRINSPON; REY,
2019).

No paciente 2, a realizacdo do caridtipo para a investigagdo de sindrome
genética e atraso do DNPM permitiu o diagnostico precoce de DDS testicular 46,XX
ndo suspeito inicialmente, uma vez que o paciente ndo apresentava nenhuma
anormalidade genital. Além disso, os individuos portadores de DDS testicular
habitualmente ndo apresentam dismorfismos faciais ou atraso mental. Essa somatoria
de caracteristicas fenotipicas associada a hipdtese diagnostica de DDS testicular
suscitou a realizacdo do array, que foi capaz de confirmar além da presenca de
material do brago curto do cromossomo Y, uma segunda alteracdo cromossdmica
responsavel pelo fendtipo sindromico do paciente.

A sindrome da delecdo 3q29 (OMIM - #609425) ¢ caracterizada por atraso
mental, com comprometimento principalmente da fala, associado a dismorfismos
faciais diversos, como: face alongada e afilada, feltro labial superior pequeno, ponte
nasal baixa e dedos alongados podendo ocorrer redug¢do da mobilidade. Baixo peso ao
nascer ¢ baixo ganho pondero estatural também podem estar presentes. Algumas
outras caracteristicas clinicas podem ser observadas nessa sindrome, devido a grande
combinagdo possivel de genes afetados (MURPHY; LINDSEY BURRELL;
CUBELLS; ESPANA et al., 2018; WILLATT; COX; BARBER; CABANAS et al.,
2005). A base genética do comprometimento cognitivo presente em todos os pacientes
com 3g29 ndo estd bem estabelecida. Haploinsuficiéncia dos genes DLGI (pLI =
0,99) e PAK2 (pLI = 0,97) podem estar associados a esse quadro ja que sdo genes
homologos a DLG3 e PAK3 respectivamente, genes encontrados no cromossomo X e
com correlagdo bem estabelecida com atraso cognitivo na literatura (DIGILIO;
BERNARDINI; MINGARELLI; CAPOLINO et al., 2009; MURPHY; LINDSEY
BURRELL; CUBELLS; ESPANA et al., 2018; QUINTERO-RIVERA; SHARIFI-
HANNAUER; MARTINEZ-AGOSTO, 2010; WILLATT; COX; BARBER;
CABANAS et al., 2005).
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O nosso paciente apresentava comprometimento cognitivo com atraso de fala
e do aprendizado conforme descrito na sindrome de dele¢do 3929 e em diversos
pacientes relatados no banco de dados do DECIPHER sob o registro 341487; 275471;
314365; 331452; 401690 e 402174. Nesses individuos reportados no DECIPHER, o
tamanho da dele¢do girava em torno de 1,7Mb e estava contida dentro da regido
deletada que foi identificada no nosso paciente. Alguns desses pacientes descritos no
DECIPHER apresentavam alteracdes dismorficas faciais semelhantes as apresentadas
pelo paciente 2, como a alteragao do pavilhao auricular (401690). Dois dos individuos
relatados no DECIPHER, ¢ inscritos sob os numeros 295028 e¢ 400989, também
apresentavam quadro de epilepsia como o paciente 2.

Devido ao grande numero de genes deletados (Tabela 6) ¢ dificil estabelecer a
contribuicdo de cada um deles para o fenotipo apresentado pelo paciente 2. No
entanto, podemos relacionar e atribuir a dele¢do 3929 identificada nesse paciente
com o seu fendtipo sindromico e atraso mental e na fala, associado a condicdo de

DDS testicular 46,XX SRY positivo.

6.2 Paciente 5

A causa da DDS apresentada pela paciente 5 pode ser atribuida a presenca do
fragmento do cromossomo Yp11.31 de 7,1MB contendo o gene SRY, responsavel pelo
desenvolvimento testicular nessa paciente. A producdo hormonal testicular
determinou a regressdo dos derivados Mullerianos porém foi insuficiente para a
completa virilizacdo da genitalia externa na paciente 5.

O individuo com DDS testicular 46, XX SRY + habitualmente se apresenta
com genitdlia masculina normal, ao contrario do DDS testicular 46,XX SRY - que
frequentemente apresenta-se com genitalia atipica, sugerindo que outro fator testicular
seja o responsavel pelo quadro clinico. Apesar de raro, hd alguns relatos na literatura
de individuos com DDS 46,XX testicular SRY+ com atipia genital (GRINSPON;
REY, 2016; 2019; GUELLAEN; CASANOVA; BISHOP; GELDWERTH et al.,
1984; MAJZOUB; ARAFA; STARKS; ELBARDISI et al., 2017,
MOHAMMADPOUR LASHKARI; TOTONCHI; ZAMANIAN; MANSOURI et al.,
2017; VORONA; ZITZMANN; GROMOLL; SCHURING et al., 2007; WANG; LIU;
YANG; CHEN et al., 2009).
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Em 1999, Kusz et al. relataram a presenca de atipia genital em individuos
46, XX SRY+ com diagnéstico de DDS ovdrio-testicular ou DDS testicular. Nesses
pacientes a regido translocada do SRY estava localizada no cromossomo X, que sofreu
inativagdo seletiva, o que poderia justificar a presenga de atipia genital mesmo na
presencga do gene SRY assim como a persisténcia de tecido gonadal ovariano naqueles
com diagndstico de DDS ovotesticular (FECHNER; ROSENBERG; STETTEN;
CARGILE et al., 1994; KUSZ; KOTECKI; WOJDA; SZARRAS-CZAPNIK et al.,
1999; SCHEMPP; MULLER; SCHERER; BOHLANDER et al., 1989). Em nosso
paciente, uma possivel explicagdo para o desenvolvimento de genitalia atipica em um
paciente DDS 46,XX SRY+ seria também presenca desse material de Y em um dos
cromossomos X inativados parcialmente.

A paciente 5 apresenta também uma grande delecdo localizada na regido
Xp22.33 medindo 9MB. Essa deleg¢ao esta localizada numa regido que contem 26
genes OMIM (Tabela 6) relacionados a diversas doengcas em humanos. Entre elas,
destaca-se que delecdes nessa regido foram associadas a sindrome de Aicardi em
diversos relatos na literatura (AICARDI J; A; DONNENFELD; PACKER; ZACKAI,
CHEE et al., 1989; EBLE; SUTTON; SANGI-HAGHPEYKAR; WANG et al., 2009;
LEJEUNE; BERGER; RETHORE; ARCHAMBAULT et al., 1964; NEIDICH;
NUSSBAUM; PACKER; EMANUEL et al., 1990; ROPERS; ZUFFARDI;
BIANCHI; TIEPOLO, 1982).

A sindrome de Aicard (OMIM- %304050) foi descrita pela primeira vez em
1965, como uma patologia que afetava o neurodesenvolvimento principalmente em
individuos XX (AICARDI; CHEVRIE; ROUSSELIE, 1969; AICARDI J; A). Esta
rara sindrome afeta aproximadamente 1:100.000 nascidos vivos, € classicamente
composta por uma triade: Agenesia/hipoplasia de corpo caloso, alteracdes
corioretinianas e espasmos infantis (KRONER; PREISS; ARDINI; GAILLARD,
2008; VAN DEN VEYVER; ZOGHBI, 2002; WONG; SUTTON, 2018). Nossa
paciente apresenta todas as caracteristicas dessa sindrome: agenesia do corpo caloso,
malformagao ocular e quadro de epilepsia de dificil controle e de inicio precoce.

A agenesia de corpo caloso (ACC) é uma das malformacdes de sistema
nervoso central mais comuns podendo ocorrer de forma isolada ou ndo. Quando
comparamos os pacientes com ACC com pacientes com sindrome de Aicardi, aqueles

frequentemente ndo apresentam acometimento ocular assim como menor
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comprometimento de neurodesenvolvimento como aquisicdo de fala e
psicomotricidade em relacdo aos pacientes com Aicardi. A apresentacio de convulsdo
também € mais frequente no Aicardi e de inicio mais precoce (GOVIL-DALELA;
KUMAR; AGARWAL; CHUGANI, 2017).

O padrdo de heranca genética relacionado a sindrome de Aicardi persiste ndo
esclarecido, porém o padrdo de heranga ligada ao X foi sugerido em diversos estudos,
apontando o locus na regido Xp22 como o mais comumente associado a sindrome
(BALLABIO; ANDRIA, 1992).

A sindrome de Aicardi afeta quase que exclusivamente individuos 46,XX,
tendo sido descrito também em individuos 47, XXY. A hipétese de que variantes de
novo no cromossomo X em individuos XY causariam condi¢des incompativeis com a
vida e abortamento fetal precoce (WONG; SUTTON, 2018). A hipétese de que a
inativagao seletiva do cromossomo X tanto poderia estar envolvida com a sindrome
de Aicardi como apontaria para a doenca ser ligada a alteracdes no cromossoma X
tem sido proposta por alguns autores (NEIDICH; NUSSBAUM; PACKER;
EMANUEL et al., 1990). Inativacdo seletiva do X foi encontrada principalmente em
pacientes com fendtipos neuroldgicos mais graves da doenga quando comparados com
individuos sem inativacdo seletiva (EBLE; SUTTON; SANGI-HAGHPEYKAR;
WANG et al., 2009).

No banco de dados do DECIPHER sao relatados outros dois pacientes
(283802 e 402426) com delecdes menores (1,3Mb e 63Mb respectivamente) e
contidas na regido deletada do paciente 5, e que apresentam fendtipos muito
semelhantes,  caracterizados  por  hipoplasia de  corpo  caloso e
hidrocefalia/vetriculomegalia além de atraso do desenvolvimento neuropsicomotor
importante. O individuo inscrito sob o nimero 283802 também possuia
atrofia/hipoplasia do nervo 6ptico além de alteragdo do desenvolvimento da genitélia
externa com micropénis.

O quadro de hipogonadismo hipogonadotréfico da nossa paciente,
caracterizado pela auséncia de desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios e
confirmado apds dosagens laboratoriais de gonadotrofinas inapropriadamente normais
e testosterona e estradiol baixos, ndo encontrou explicagdes apds a andlise do array. A
perda de uma cépia do KALI encontrado no array ndo € por si sO capaz de gerar

hipogonadismo. Sequenciamento por painel de genes selecionados para
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hipogonadismo que incluia o KAL! foi realizado para complementar a investigacao e
nao resultou em nenhum achado patogénico ou provavelmente patogénico em nenhum
dos genes sabidamente envolvidos com hipogonadismo hipogonadotroéfico.

No caso do paciente nimero 5, a realiza¢cdo do array permitiu o diagndstico da
sindrome de Aicardi pela delecdo Xp22.33 e contribuiu também para o diagndstico da

causa do atipia genital, como provavel DDS testicular SRY+.

6.3 Paciente 6

A catarata congénita afeta 40 criangas para cada 100.000 nascidas vivas no
mundo desenvolvido (GRAW, 2004). E importante notar que, em paises em
desenvolvimento, pode haver uma grande contribuicdo de causas infecciosas pré e
perinatais como causas de catarata congénita.

O gene PITX3 esta localizado no cromossomo 10q24.32, ¢ homologo ao gene
Pitx3 em camundongos, e ¢ expresso em diversos tecidos, principalmente em células
neuronais, hipofise e olho. Variantes patogénicas no PITX3 e Pitx3 foram associadas
a malformagdes oculares e retinianas, ¢ em humanos mais frequentemente a presenca
de catarata e malformacgdes do seguimento anterior do olho (AKULA; PARK; WEST-
MAYS, 2018; BURDON; MCKAY; WIRTH; RUSSELL-EGGIT et al., 2006;
CHEN; KANG; TANG; GAO, 2017; ZAZO SECO; PLAISANCIE; LUPASCO;
MICHOT et al., 2018).

BIDINOST et al. descreveu uma familia libanesa pacientes com atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor e catarata congénita associada a muta¢do do gene
PITX3 (BIDINOST;, MATSUMOTO; CHUNG,; SALEM et al., 2006). Refor¢gando o
potencial patogénico da delecdo do gene PITX3 no fenotipo de malformagdo ocular,
identificamos na literatura o relato de um paciente com ptose palpebral (DECIPHER
numero 392832; tamanho da dele¢do: 19Mb) e outro com hipermetropia associado a
estrabismo (DECIPHER numero 264272; tamanho da delegao: 834Kb).

Os padrdes de heranca autossomico dominante, autossémico recessivo € com
penetrancia incompleta foram identificados nos portadores de variantes patogénicas

no PITX3 ¢ malformagdes oculares.
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Na avaliacao dos sites de predigdo in silico, nenhuma CNV na regido contendo
o gene PITX3 foi observada em individuos saudaveis. O PITX3 ¢ um gene com
possibilidade de sofrer haploinsuficiéncia com escore de pLI = 0,813.

Levando em consideragdo a auséncia de CNVs no gene PITX3 associados a
individuos saudaveis e a presenga de CNV previamente reportada nesse gene com
fenotipo de malformagdo ocular, a variante identificada na regido 10q24.32 foi
considerada como provavelmente responsavel pelo fendtipo oftalmolégico do
paciente 6.

Por outro lado, ndo relacionamos nenhuma das CNVs identificadas na analise
do array desse paciente, como potencial causadora do fendtipo de DDS apresentado
pelo paciente.

O estudo por sequenciamento em larga escala utilizando painel customizado
de genes associados a DDS revelou a variante ¢.C1220G; p.P407R no gene GATA4
classificada segundo os critérios do ACMG como VUS, e portanto ndo pode explicar
a causa do DDS do paciente. A variante era herdada e de origem materna. Estudos

complementares estdo sendo ainda realizados.

6.4 Paciente 7

A sindrome de delecdo 1026 (OMIM #609625) ¢ descrita como uma
sindrome de dele¢do de genes contiguos, cujos portadores apresentam fenodtipos
bastante heterogéneos. Dismorfismos faciais diversos, atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor e comportamental, baixa estatura, malformagdes de extremidades,
malformagdes cardiacas e genitourinarias em graus variados s3o caracteristicas
apresentadas pelos pacientes (IRVING; HANSON; TURNPENNY; BREWER et al.,
2003; LEWANDOWSKI; KUKOLICH; SEARS; MANKINEN, 1978; SHAPIRO;
HANSEN; PASZTOR; DILIBERTI et al., 1985).

Diversas malformagdes genitourindrias podem ser observadas em portadores
de delecao 10q. Graus variados de genitdlia atipica também podem estar presentes,
variando de micropenis, criptorquidia até disgenesia gonadal completa XY (WILKIE;
CAMPBELL; DAUBENEY; GRANT et al., 1993; YATSENKO; KRUER; BADER;
CORZO et al., 2009).
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Na revisdo de Tanabe et al. publicada em 1999, 25 pacientes com a sindrome
da delecdo 10q26 sao descritos € a presenga de malformacdes genitourinarias com
refluxo vesicoureteral foram frequentemente observadas. Criptorquidia foi observada
em 83% dos individuos afetados do sexo masculino (TANABE; AKIBA; KATOH;
SATOH, 1999). Na regido cromossomica 10q estdo localizados alguns genes
previamente relacionados ao desenvolvimento gonadal e genital em humanos e/ou em
modelos animais, tais como PAX2 (10q24.3-25.1), GFRAI (10q25.3), EMX2
(10g26.11), e FGFR2 (10g26.12) (CHEN; CHERN; WANG; HSUEH et al., 2005;
CHUNG; HWA; TSENG; SHYU et al., 1998; MIYAMOTO; YOSHIDA;
KURATANI; MATSUO et al., 1997, OGATA; MUROYA; SASAGAWA; KOSHO
et al.,2000; WILKIE; CAMPBELL; DAUBENEY; GRANT et al., 1993).

O papel do Fgfr2/Fgf9 na determinacdo testicular de camundongos estd bem
demonstrado. Fgfr2 € o receptor primordial do Fgf9, que através da sua ligagdo ao
Fgfr2 induz a proliferacdo das células epiteliais celomicas levando a diferenciacdo e a
manutengdo das células de Sertoli. Fgfr2/Fgf9 atuam no estimulo e manutencdo dos
niveis transcricionais de Sox9 (Figura 2), participando dessa maneira da determinacao
e diferenciacdo da gbnada bipotencial em testiculo, atuando em diversas etapas do
processo como a migracdo de células do mesonefron, proliferacdo de células
progenitoras na gonada, diferenciacdo das células de Sertoli e formacdo do cordao
sexual (COLVIN; GREEN; SCHMAHL; CAPEL et al., 2001; KIM; BINGHAM;
SEKIDO; PARKER et al., 2007).

Em camundongos foi demonstrado que a perda da funcdo por variante
patogénica em homozigose no Fgfr2 comprometeu a diferenciacdo testicular normal
causando uma desorganizacdo da arquitetura gonadal com disgenesia gonadal
associada (COLVIN; GREEN; SCHMAHL; CAPEL et al., 2001; KIM; BINGHAM;
SEKIDO; PARKER et al., 2007).

Variantes patogénicas no FGFR2 em humanos ja foram descritas associadas a
diversas sindromes. Perda ou ganho de funcdo da proteina FGFR2 podem resultar em
fendtipos completamente diferentes, como a sindrome lacrimo-auricolo-dento-digital
(LADD) além de fenétipos sindromicos associados a presenca de craniossinostose
(sindrome de Crouzon, Alpert, Pfeiffer e Antley-Bixler) (KAN; ELANKO;
JOHNSON; CORNEJO-ROLDAN et al., 2002; REARDON; WINTER; RUTLAND;
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PULLEYN et al., 1994; SHAMS; ROHMANN; ESWARAKUMAR; LEW et al.,
2007).

Bagheri-Fam S. e colaboradores descreveram uma variante patogénica em
heterozigose no gene FGFR2 relacionada ao fendtipo de craniossinostose e disgenesia
gonadal XY. Este relato, embora unico, reforca o envolvimento do FGFR2 na
determinagdo testicular em humanos (BAGHERI-FAM; ONO; LI; ZHAO et al.,
2015). A variante alélica p.Serd453Leu em heterozigose no gene FGFR2 foi
encontrada em duas irmas com disgenesia gonadal parcial XY sem fendtipo de
craniosinostose (GOMES; LERARIO; MACHADO; MORAES et al., 2018). Além
dessa variante no FGFR2, as duas irmds também possuiam uma outra variante no
gene MAP3KI, sugerindo um cardter digénico da doenga. Essa variante foi
considerada provavelmente patogénica pelos sites de predicao in silico e reforcam o
envolvimento do FGFR2 na patogénese da disgenesia gonadal também em humanos.
Existem também evidéncias na literatura da associacdo entre SNPs no gene FGFR2 e
a presenca de hipospadia em humanos (BELEZA-MEIRELES; LUNDBERG;
LAGERSTEDT; ZHOU et al., 2007).

Microdelecdes no brago curto do cromossomo 10, regido que contem o gene
FGFR2, também foram relacionadas a casos de hipospadia e disgenesia gonadal
46,XY (BELEZA-MEIRELES; LUNDBERG; LAGERSTEDT; ZHOU et al., 2007,
TANNOUR-LOUET; HAN; CORBETT; LOUET et al., 2010).

Tannour-Louet et al. utilizaram a técnica de array-CGH na avaliagdo de 116
criangas com DDS sem diagndstico etiologico estabelecido. Esse estudo permitiu a
identificacdo da presenca de variantes de relevancia clinica em 21,5% dos pacientes.
Em um dos pacientes dessa coorte foi identificada uma dele¢do na regido
10g26.1926.3, medindo 57,4Mb, que se sobrepde a delecdo encontrada em nosso
paciente. Em ambos os pacientes, a funcdo do FGFR2 e outros genes contiguos foi
comprometida e provavelmente estava associada ao fendtipo de genitdlia atipica.
Outras caracteristicas clinico-laboratoriais do paciente relatado por Tannour-Louet et
al., além da presenga de genitélia atipica, ndo estavam disponiveis no estudo.

Tosur M et al. também descreveram um paciente com delecao 10q25.3q26.13
medindo 8,2MB que apresentava genitalia atipica ao nascimento, caracterizada por
micropenis, hipospadia e criptorquidia bilateral, associada a persisténcia dos
derivados mullerianos. O paciente também apresentava malformagdo anorretal com

fistula perineal, dismorfismos faciais como micrognatia, hipertelorismo ocular, palato
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ogival, base nasal achatada e hipoplasia ungueal além de malformagao sacral e atraso
do desenvolvimento  neuropsicomotor (TOSUR; GEARY; MATALON;
RADHAKRISHNAN et al., 2015). Como essa regido compreendia o FGFR2, Tosur
et al. atribuiu a ele a causa do DDS apresentado pelo paciente relatado. Essa delecdo
também continha outro gene ndo explorado por Tosur, o EMX2, que constitui um
gene de interesse tanto para o desenvolvimento gonadal quanto do assoalho pélvico
(KUSAKA; KATOH-FUKUI;, OGAWA; MIYABAYASHI et al, 2010;
MIYAMOTO; YOSHIDA; KURATANI; MATSUO et al., 1997).

O gene EMX2, fortemente relacionado ao desenvolvimento urogenital, esta
localizado na regido cromossdmica 10q deletada no array do paciente 7. Em
camundongos, a expressdo do Emx2 ocorre no corddo nefrogénico, ductos de Wolff e
nos mesonefros entre o 8° e 10° dia pds concep¢do. Em humanos, o EMX2 ¢
intensamente expresso no telencéfalo dorsal, no neuroepitélio olfatdrio e no sistema
urogenital.

Camundongos knockout para o gene Emx2 apresentam agenesia de rins,
ureteres, gonadas e auséncia de desenvolvimento genital confirmando a importancia
desse gene no desenvolvimento do sistema urogenital (KUSAKA; KATOH-FUKUI;
OGAWA; MIYABAYASHI et al., 2010; MIYAMOTO; YOSHIDA; KURATANI;
MATSUO et al., 1997).

Piard J et al. em 2014 relatou o caso de um individuo 46,XY com delegdo
terminal 10925.3-26.12 de 3,8MB. Esse paciente nasceu com genitalia atipica
caracterizada por micropénis (1,2cm), hipospadia, escroto bifido e criptorquidia
bilateral associada a disgenesia gonadal. Ele apresentava também atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor, escoliose € pescogo curto, sem outros
dismorfismos (PIARD; MIGNOT; ARBEZ-GINDRE; AUBERT et al., 2014). Nesse
estudo, Piard et al. comparou as regides deletadas do brago curto do cromossomo 10
identificadas em varios pacientes com fenotipo de atipia genial e estabeleceu a menor
regido cromossdmica associada a condi¢do de DDS sugerindo o EMX2 como o gene
responsavel pelo fendtipo (MILLER; NANCE; WOHLER; HOOVER-FONG et al.,
2009; PIARD; MIGNOT; ARBEZ-GINDRE; AUBERT et al., 2014; YATSENKO;
KRUER; BADER; CORZO et al., 2009).

A haploinsuficiéncia dos genes FGFR2 e/ou EMX2 podem ter levado a
condicdo de malformagdo urogenital observada no paciente 7, acarretando genitéalia

atipica e disgenesia gonadal.
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Surdez neurossensorial foi diagnosticada no paciente 7 apds sua recuperagao
de uma meningite neonatal e a origem da surdez foi associada a uma sequela do
processo infeccioso. Esta associacdo foi estabelecida, uma vez que a relagdo entre
estas duas condi¢des ¢ observada com relativa frequéncia na pratica clinica de
neonatologia. Porém, ¢ possivel que no desenvolvimento da surdez haja o
envolvimento de um fator genético. Na regido 10q deletada identificada no array do
paciente 7 estdo localizados dois genes, HMX3 (OMIM 613380) e HMX2 (OMIM
600647), ambos associados a determinacdo e morfogénese do vestibulo e ouvido
interno em camundongos (IRVING; HANSON; TURNPENNY; BREWER et al.,
2003; WANG; GRIMMER; VAN DE WATER; LUFKIN, 2004). Individuos com
hemizigoze dos genes HMX2 e HMX3 e com fendtipo de surdez neurossensorial
foram descritos na literatura e corroboram para a hipotese de que a haploinsuficiéncia
desses genes possa estar relacionada a presenca de surdez neurossensorial em nosso
paciente; apesar de ndo ser possivel descartar definitivamente o quadro de meningite
neonatal como a causa da surdez (MILLER; NANCE; WOHLER; HOOVER-FONG
et al., 2009; SANGU; OKAMOTO; SHIMOJIMA; ONDO et al., 2016; WANG;
GRIMMER; VAN DE WATER; LUFKIN, 2004). O pLI para o gene HMX3 ¢ de 0,92
e 0 do HMX2 ¢ de 0, o que sugere que o HMX3 poderia sofrer haploinsufiéncia ndo
tolerando a perda de uma copia gendmica.

Em nosso paciente, a delecio comprometeu pelo menos 53 genes OMIM
contidos nessa regido. Vinte e seis doencas/sindromes descritas na base de dados
OMIM foram associadas ao comprometimento de pelo menos um dos genes contidos
nessa regido. A contribuicdo de cada um desses genes para o fendtipo do nosso
paciente ¢ dificil de ser estabelecida, mas essa CNV foi categorizada como patogénica
e foi associada ao fendtipo sindromico apresentado.

Com base nos dados disponiveis na literatura, sugerimos que nesse paciente a
causa da DDS pode ser atribuida a haploinsuficiéncia do FGFR2 e/ou do EMX2, e o
carater digénico deve ser valorizado. Nosso achado corrobora para o papel dessa
regido cromossdmica e em especial desses dois genes na formagdo do aparelho
genitourinario em humanos. A surdez neurossensorial apresentada pelo paciente
provavelmente advém da haploinsuficiéncia dos genes HMX2 e HMX3, mas ndo ¢

possivel excluir a infeccdo de SNC neonatal como uma causa adicional.
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6.5 Paciente 15

O paciente numero 15 apresenta duas grandes CNVs na andlise do array
gendmico. Uma duplicagdo na regido cromossomica 14ql1.2-q12 de 6,6MB e uma
delecdo na regido 21p11.2-q21.3 de 12,7MB. As duas regides sdo ricas em genes
OMIM e foram categorizadas como patogénicas apds avaliagdo e comparagdo com 0s
bancos de dados. Essas CNVs sdo consideradas raras, ndo estando presentes em
bancos de dados de individuos saudéveis, e contem grande quantidade de genes que
sdo reconhecidamente associados a fenotipos clinicos quando mutados. Trata-se,
portanto, de uma sindrome de genes contiguos, que justifica a apresentagao clinica do
paciente.

Na regido 14q11.2-q12, CNVs do tipo delecao contendo os dois genes CHDS
e SUPTI6H, foram descritas em pacientes como causadoras de fenétipos
neuropsiquiatricos como atraso motor e de linguagem, transtorno do déficit de atengdo
e hiperatividade (TDAH), e espectro autista (PRONTERA; OTTAVIANI;
TOCCACELI; ROGAIA et al, 2014; TERRONE; CAPPUCCIO; GENESIO;
ESPOSITO et al., 2014; ZAHIR; FIRTH; BAROSS; DELANEY et al., 2007).
Recentemente, duplicacdes desses mesmo genes foram implicados em fendtipos de
espectro autista, TDAH e atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, com diversos
casos descritos no DECIPHER com sobreposi¢do dessa regido nos individuos
registrados nessa base de dados sob o nimero 289709 (0.48 Mb), 279247 (0.16 Mb), e
289620 (0.18 Mb) (SMYK; POLUHA; JASZCZUK; BARTNIK et al., 2016).

Monfort et al. relatou em 2007 um paciente masculino, sem historia de
consanguinidade ou casos semelhantes na familia que apresentava fendtipo muito
semelhante ao do paciente 15 e cuja investigagdo revelou uma duplicacdo da mesma
regido do nosso paciente. Essa crianga ao nascimento era pequeno para idade
gestacional e com baixo peso e apresentava dirmorfismos faciais e corporais. No
seguimento clinico foi observado atraso do desenvolvimento neuropsicomotor. Em
relag@o aos dismorfismos corporais, o paciente descrito apresentava sindactilia do 2-3
pododactilo e clinodactilia assim como nosso paciente. O paciente descrito também
apresentava hipogenitalismo porém com gonadotrofinas e testosterona normal para
idade aos 13 anos, diferente do nosso paciente (MONFORT; BLESA; ROSELLO;
ORELLANA et al., 2007).
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Em outro paciente inserido no banco de dados do DECIPHER sob o nlimero
415353, uma duplicagdo de 5,2Mb sobreposta a da regido duplicada do paciente 15
foi considerada patogénica e responsavel pelo fenotipo de atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor associado a hipospadia e hipogonadismo. O paciente também
possuia microcefalia e baixa estatura assim como nosso paciente.

A segunda CNV patogénica identificada no paciente 15 localiza-se na regido
21p11.2-q21.3 e consiste em uma dele¢do de 12,7MB. Essa regido ¢ rica em genes
OMIM e uma sindrome previamente descrita foi associada a dele¢do de multiplos
genes nessa regiao.

A sindrome de delecdo 21q ¢ uma sindrome de fen6tipo bastante heterogéneo.
Descrita pela primeira vez em 1964 por Lejeune et al. como o relato de um caso de
monossomia parcial do cromossomo 21 (LEJEUNE; BERGER; RETHORE;
ARCHAMBAULT ef al., 1964). Desde entdo, surgiram diversos relatos na literatura
de pacientes portadores de microdele¢des no braco curto do cromossomo 21. Lyle et
al. e Roberson et al. descreveram duas series de casos totalizando 21 individuos com
microdelecdes em diversos pontos do cromossomo 21 correlacionando
genotipo/fenotipo (LYLE; BENA; GAGOS; GEHRIG et al., 2009; ROBERSON;
WOHLER; HOOVER-FONG; LISI et al, 2011). O fendtipo dos pacientes com
delecdo 21q pode ser bastante variavel, desde comprometimento neuroldgico grave
com retardo mental, malformagdo de SNC, cardiopatia congénita e malformagao
geniturindria até quadros mais leves com dismorfismos discretos e atraso mental leve
(LINDSTRAND; MALMGREN; SAHLEN; SCHOUMANS et al., 2010; LYLE;
BENA; GAGOS; GEHRIG et al., 2009; ROBERSON; WOHLER; HOOVER-FONG;
LISI et al., 2011; TAKHAR; MALLA; SIU; MACPHERSON et al., 2002; YAO;
CHEN; FLORES-SARNAT; BARLOW et al., 2006).

A regido cromossomica 21q deletada parece guardar relagdo com a gravidade
do fenotipo. Lyle et al. e Roberson et al demonstraram que delegdes intersticiais a
partir do centrdmero do 21q habitualmente sdo grandes, podendo chegar a ter mais de
12Mb deletados, e podem estar associadas a outros rearranjos cromossomicos,
levando a um fendtipo mais grave nos individuos portadores dessas delecdes. Ja as
delecdes 21q terminais habitualmente sdo menores e os pacientes apresentam um
fenotipo mais brando (LYLE; BENA; GAGOS; GEHRIG et al., 2009; ROBERSON:
WOHLER; HOOVER-FONG; LISI et al., 2011).

O paciente numero 15, assim como os pacientes portadores de grandes
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delecdes intersticiais no 21q descritos na literatura apresentam fenotipos mais severos,
com um atraso grave de desenvolvimento neuropsicomotor, atraso de linguagem e
capacidade de intera¢do social comprometida. Agenesia de corpo caloso associado a
microcefalia sdo achados frequentes nos pacientes com delegdo 21q. Atipia genital
e/ou criptorquidia, como observado no paciente 15, foi relatado em pacientes com
sindrome da delecdo 21q, porém nenhum gene candidato relacionado a esse fenotipo

foi proposto (HURET; LEONARD; CHERY; PHILIPPE et al., 1995).

6.6 Paciente 22

O SNP-array realizado no DNA do paciente nimero 22 identificou uma
grande delecdo de 10,9MB nas coordenadas citogenomicas 13q33.1-q34. Essa ¢ uma
regido cromossOmica rica em genes, contendo pelo menos 32 genes descritos na base
de dados do OMIM.

A literatura relata um grande nimero de pacientes, que apresentam anomalias
anorretais e geniturinarias associadas a atraso do desenvolvimento neuropsicomotor,
nos quais delecdes no brago longo do cromossomo 13 sdo encontradas,
caracterizando-os como portadores da sindrome de delecdo do 13q (#613884)
(QUELIN; BENDAVID; DUBOURG; DE LA ROCHEBROCHARD et al., 2009;
REINSTEIN; LIBERMAN; FEINGOLD-ZADOK; TENNE et al, 2016; SAGI-
DAIN; GOLDBERG; PELEG; SUKENIK-HALEVY et al., 2019; TRANEBJAERG;
NIELSEN; TOMMERUP; WARBURG et al., 1988).

Por outro lado, em bancos de dados de individuos saudaveis, alteragdes na
regido 13q com dimensdes comparaveis a do paciente em estudo ndo sdo descritas.
Baseado nestes critérios, essa alteracao foi considerada patogénica e capaz de explicar
o fendtipo apresentado pelo paciente e estabelecendo a presenca de uma sindrome de
delegdo de genes contiguos.

A sindrome da delegdo 13q foi proposta pela primeira vez na literatura por
Allderdice et al. em 1969 (ALLDERDICE; DAVIS; MILLER; KLINGER et al.,
1969) apods descrever dois pacientes com monossomia por dele¢do parcial do brago
longo do cromossomo 13. Os dois pacientes descritos apresentavam
comprometimento grave do desenvolvimento neuropsicomotor com dismorfismos

faciais (microcefalia, hipertelorismo ocular, micrognatia, base nasal larga e um deles
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com microftalmia). Um dos casos apresentava também anomalia anorretal (anus
imperfurado e fistula perineal) com genitalia atipica caracterizada por hipospadia
perineal, gdnadas palpaveis e escroto bifido. Desde entdo, algumas series de casos de
pacientes portadores de delegdes 13q foram descritos, permitindo estabelecer alguns
dos fenotipos associados a esta sindrome. A apresentagdo clinica guarda relagdo ndo
apenas com o tamanho da delecdo mas também com a regido deletada, sendo dessa
maneira subdividida em 3 grupos. A sindrome da dele¢ao 13q do primeiro grupo
apresenta delecdo proximal 13q12.2-q31 e com fendtipo mais brando (dismorfismos
leves, déficit cognitivo leve/moderado, predisposi¢do ao retinoblastoma), a do grupo
dois compreende a delecdo 13q12.2-q32, e o terceiro grupo sdao delecdo 13q33-q34
ambas com fendtipo mais complexo ( dismorfismo importantes, déficit cognitivo
moderado a grave, microcefalia e baixa estatura) (BROWN; GERSEN; ANYANE-
YEBOA; WARBURTON, 1993; BROWN; RUSSO; CHITAYAT; WARBURTON,
1995; FRYNS, 1995; LUO; BALKIN; STEWART; SARWARK et al., 2000).

O atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e dismorfismos faciais diversos
sd0 os achados mais prevalentes nesses individuos; malformagdo anorretal (atresia
anal, reducdo da distancia anogenital), genitourinarias (hipospadia, transposi¢do
penoescrotal, malformagdes renais incluindo ureterohidronefrose), de extremidades e
cardiopatia congénita também podem estar presentes (BROWN; GERSEN;
ANYANE-YEBOA; WARBURTON, 1993; BROWN; RUSSO; CHITAYAT;
WARBURTON, 1995; GUTIERREZ; SEPULVEDA; SAEZ; CARSTENS et al.,
2001; KUHNLE; BARTSCH; WERNER; SCHUSTER, 2000; LUO; BALKIN;
STEWART; SARWARK et al, 2000; SAGI-DAIN; GOLDBERG; PELEG;
SUKENIK-HALEVY et al., 2019).

A monossomia da regido 13q33.1-q34 identificada no paciente 22 determina a
haploinsuficiéncia dos genes contidos nessa regido, dentre eles o gene Efrinalin B2 (
EFNB2). Em modelos animais utilizando camundongos knockout para o gene Efnb?2
ou para o seu receptor murino observa-se o desenvolvimento de animais que
apresentam defeito de septagdo cloacal, com hipospadia grave em camundongos
machos (DRAVIS; YOKOYAMA; CHUMLEY; COWAN et al., 2004).

O gene Efnb2 em camundongos tem seu homoélogo em humanos EFNB2
(OMIM 600527) localizado no cromossomo 13g33.3. Este gene codifica um membro

da familia ephrin (EPH). As efrinas e os receptores relacionados a EPH compreendem
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a maior subfamilia das proteinas-tirosina-quinases receptoras ¢ t€ém sido implicados
na mediacdo de diversos eventos de desenvolvimento, especialmente no sistema
nervoso e na eritropoiese. Em humanos, o gene EFNB2 codifica uma efrina da classe
EFNB que se liga aos receptores EPHB4 ¢ EPHA3, e desempenha atividade crucial
nos processos de  migracdo, repulsdo e adesdo, que ocorrem durante o
desenvolvimento neuronal, vascular, epitelial e do sistema urinario (DRESCHER,
2002; KLEIN, 2012; PEUCKERT; ARESH; HOLENYA; ADAMS et al., 2016;
SALVUCCI; TOSATO, 2012; WEISS; KISPERT, 2016).

O paciente numero 22 apresentava quadro malformativo anorretal (estenose
anal) associado a malformacdo geniturindria (ectopia renal direita com refluxo
vesicoureteral em rim esquerdo, hipospadia e criptorquidia), que poderiam ser
associados a haploinsuficiéncia de genes contidos na regido q33.1-q34. A
haploinsuficiéncia do gene EFNB2 (pLI = 0,99), constitui a principal condi¢do
candidata como o causadora das malformagdes anorretais e urogenitais, visto o
fenotipo similar observado em camundongos em condi¢do genética equivalente.

Além disso, pacientes com delecdo do 13q como nosso paciente apresentam
dificuldade escolar e atraso motor e de linguagem. Dentre os 32 genes listados na
plataforma OMIM perdidos nessa delecdo, SOX! ¢ ARHGEF7 foram recentemente
associados a fenétipo de atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e quadro
convulsivo em dois irmdos (ORSINI; BONUCCELLI; STRIANO; AZZARA et al.,
2018). Apesar de nosso paciente ndo apresentar um fendtipo convulsivo, esses genes
participam da morfogénese cerebral, guardando relacdo com o neurodesenvolvimento
comprometido em nosso paciente. O fenodtipo neuropsiquiatrico do paciente advém
da perda de 86 genes, que geraram uma sindrome de genes contiguos, sendo
improvavel atribuir a apenas um desses genes a responsabilidade desse fenotipo.

E importante salientar, que o paciente também possui o diagnostico de
deficiéncia parcial dos fatores VII e X de coagulagdo. Enquanto o fator VII participa
apenas da via extrinseca da coagulagdo, ativando o fator X de coagulacdo, o fator X
participa tanto da via intrinseca quanto extrinseca da coagulacgdo, tendo papel central
no processo de formagdo do coagulo em humanos. (BROOKS; MECK; HADDAD;
BENDAVID et al., 2006; PFEIFFER; OTT; GILGENKRANTZ; ALEXANDRE,
1982; SCAMBLER; WILLIAMSON, 1985) (HEWSON; CARTER, 2002).
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Os genes desses dois fatores VII e X da coagulacdo estdo localizados no
regido 13q34 e a haploinsuficiéncia desses genes provocam discrasias hemorragias em
humanos OMIM #227500 e OMIM #227600, assim como o ganho de copias desses
mesmos genes predispdem a estados pro-coagulantes (GILGENKRANTZ;
BRIQUEL; ANDRE; ALEXANDRE et al, 1986; PFEIFFER; OTT;
GILGENKRANTZ; ALEXANDRE, 1982).
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7. CONCLUSOES

e A técnica de SNP-array identificou CNVs patogénicas ou provavelmente
patogénicas em seis pacientes (27,3%).

e A técnica de SNP-array permitiu estabelecer a causa molecular das diferencas/
distirbios do desenvolvimento sexual em dois pacientes (10%). Em outros trés
pacientes foram identificadas CNVs patogénicas que continham genes
candidatos relacionados a DDS, e podem justificar o fenotipo de DDS
apresentado (23%). Em apenas um dos pacientes com CNV provavelmente
patogénica a CNV nao foi associada a causa da DDS porém, contribuiu para
esclarecer parcialmente o fenotipo sindromico do paciente.

e A técnica de array contribuiu para reforcar a relagao dos genes FGFR2, EMX2
e EFNB2 como cauda de DDS em humanos.

e A analise de SNP-array permitiu expandir a taxa de detec¢ao de desequilibrios
gendmicos ndo detectados anteriormente pela analise do caridtipo em
pacientes com diferencgas/distirbios do desenvolvimento sexual associado a
outras anomalias congénitas de etiologia desconhecida.

e A relevancia das 65 variantes de significado incerto (VUS) identificadas para
os fendtipos dos pacientes avaliados ainda ¢ desconhecida, j& que ndo ha
evidéncias suficientes no momento para concluir se as CNVs sdo patogénicas
ou benignas. Um maior nimero de estudos em pacientes com DDS e fenotipos
sindromicos semelhantes ¢ necessario para que se possa detectar a existéncia
de CNVs recorrentes possivelmente relacionadas a novas sindromes.

e Devido a sua maior resolugdo e menor tempo de execu¢do, as plataformas de
array devem substituir a cariotipagem cléssica como método de escolha para
avaliagdo de pacientes sindromicos em nosso pais, em conformidade com o

que ja ¢ recomendado em outros paises.
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ANEXO I-TCLE

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAQAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
N O Lottt e e e e e e e e e e ana———eeeeeeaaaaaeeeeaennnsaneeeeaaeeaaeeannnnneeeseeeaaannns

NOME DO PAL et ettt s s et e st et eaeeaseeaneeaee e eaneensesaeeeaeeanean
NOME DA MAE: ..ot sesa s sss s s s s see e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO : ..o SEXO: MoFao

DATA NASCIMENTO: ........ [ [......

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

Estudo dos genes relacionados ao disturbio do desenvolvimento
sexual

PESQUISADOCR : Berenie Bilharinho de Mendonca
CARGO/FUNCAOQ: Professora titular

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL No 20305
UNIDADE DO HCFMUSP: Endocrinologia

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MiNIMO [ RISCO MEDIO [

RISCO BAIXO [0 RISCO MAIOR [

4.DURAGAO DA PESQUISA : 2 anos

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel Rubrica do pesquisador,



HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responséaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas no endereco: LIM 42 do Hospital das
Clinicas da Universidade de Sao Paulo, localicado na rua Eneas de Carvalho Aguiar, 255
Sao Paulo/SP.Telefone(s) 11 26617512. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) —
Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 50 andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 — e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo & continuidade de seu tratamento na Instituic&o.
As informacbes obtidas seréo analisadas em conjunto com outros pacientes, néo sendo
divulgado a identificacdo de nenhum paciente.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel Rubrica do pesquisador.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informac¢ées que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo” Eu discuti com o Dr. Berenice B Mendonca sobre a
minha decisédo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais séao os propositos
do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias
de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacéo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores
de deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participacéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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ANEXO II - Protocolo De Avaliacao Clinico-Laboratorial

Avaliacao Clinica e Laboratorial DDS + alteragdes sindrémicas

Data:
Nome:

RGHC:

Data Nascimento:

Enderego:

Telefone:

Naturalidade:

Raga:

Procedéncia:

Ancestralidade Pai:

Ancestralidade Mae:

DNA: Sim () Numero:
Sexo Criacdo: M( ) F()

HPMA:

Mudanga Registro: SIM( ) NAO( )

Intercorréncias Gestacionais:

-Doengas na gestagao:

G P A

-Medicacao na gestagdo:

-USG gestagao:

Intercorréncias no Parto:
-Idade Gestacional

-Tipo parto/apresentagao:

Intercorréncias Neonatais:

-PN CN
- Sofrimento Fetal:

DNPM

- Sustento cervical
- Sentou

- Andou

- Falou

- Controle esfincter
- Escola

PC Apgar

Idade Desenvolvimento Puberal

-Telarca/gonadarca:
-Aumento musculatura:
-Pilificagao:

Pubarca: Menarca:

Mudanga da voz:



-Acne:

Atividade Sexual/Relacionamentos:
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HF Consanguinidade: Sim () Nao ()

-Pai: idade Est. PC DNA:

-Mae: idade Est. PC Menarca: DNA:
-TH:

-Irmaos: Sim () Nao () Numero () Idades:

-Fertilidade:

-Doengas na Familia:

- Casos semelhantes na familia:

Genitalia ao Nascimento:

Gonadas: -palpaveis Sim () Nao () -topicas Sim () Nao ()
Falus:

-Tamanho:

-Posicdo uretra:

Exame Fisico Atual: Estatura Final:
Idade: Peso: V4 ) Estatura: z )
Env: PC: PA: mmHg
Geral:

Dismorfismo facial:
Nao( ) Sim( ) Descreva:

Olhos:

Nariz:

Boca:

Orelhas:

Pescoco:

Microcefalia ( ) Macrocefalia( ) Baixa estatura ( ) Alta Estatura( )



Anomalias Congénitas:
Descreva:

SNC:
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Cardiaca:

Abdome:

Renal:

Genitalia;

Esquelética:

Pele:

Tratamento:
-Cirurgia: Sim () Nao ()

-Anatomia Patologica (gonadas):

-Medicamentoso:

Exames Laboratoriais:

-Testes:

1- hCG:

2- GnRH:

- Basais

LH Progesterona DHEA

FSH TSH DHEAS
Prolactina T4T Androstenediona
Inibina T4L HB/HT

Testo T T3 Na/K

Testo L ACTH Glicemia

SHBG Cortisol
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Exames de imagem: -
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DIAGNOSTICO:
-Cariotipo:
-Investiga¢do Genética:

Heredograma
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